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Onsoz

Bu tez, genetik hastaliklarin tanisal siirecine olan ilgimin derinlestigi ve bu alandaki
bilimsel merakimi disiplinli bir aragtirmaya doniistiirdiiglim bir yolculugun tiriiniidiir.
Genetik biliminin hizla gelisen yapisi i¢inde, 6zellikle tan1 koyulamayan olgularda

molekiiler diizeyde yanitlar aramak, hem zorlayic1 hem de dgretici bir siirecti.

Calismam boyunca yalnizca teknik bilgi degil; sabir, dikkat ve siirekli 6grenme
ihtiyaci gibi bilimsel aragtirmanin temel nitelikleriyle de karsilastim. Bu siire¢ bana
genetik tan1 yontemlerinin, 6zellikle de tiim ekzom dizileme teknolojisinin, sadece
laboratuvarla sinirli kalmadigini; klinik uygulamalarda karar siire¢lerini dogrudan

etkileyen gii¢lii bir ara¢ oldugunu gdsterdi.

Bu tez, genetik biliminin hem arastirma hem de uygulama boyutlarin1 anlamaya
calistigim; teorik bilgileri pratikle birlestirme firsati buldugum bir siirecin
yansimasidir. Bilimsel {iretimin zaman ve emek gerektirdigini, ancak sabirla

stirdiiriildiigiinde anlamli sonuglara ulastirdigini bu siiregte deneyimledim.

[zmir, 30.08.2025
Durdugiil AYYILDIZ EMECEN
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Ozet

Genetik Nedenli Oldugu Diisiiniilen Ve Agir Hastalik Bulgular1 Gosteren

Yenidoganlarda Hizh Tiim Ekzom Dizilemenin Tamdaki Yeri

Giris: Tim ekzom dizileme (Whole Exome Sequencing-WES), insan genomundaki
yaklasik 20.000 genin es zamanl dizilenmesini saglayarak monogenik hastaliklarin
tanisinda 6nemli bir ara¢ haline gelmistir. Son yillarda klinik uygulamalarda kullanim
siklig1 artmakla birlikte, 6zellikle coklu sistem tutulumu ve konjenital anomalileri olan
olgularda taniya ulagmadaki basaris1 %30-50 arasinda bildirilmektedir. Ancak
yenidogan yogun bakim initelerinde WES’in  rutin  kullanimi  heniiz
yayginlasmamistir. Kritik durumdaki yenidoganlarda hizli ve dogru taniya ulagsmak,
hem tedavi siirecini yonlendirmek hem de prognoz ve aile danismanlig1 agisindan
hayati 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada, yenidogan yogun bakim servisinde yatan ve
monogenik hastalik siiphesi tagiyan hastalarda hizli WES’in tan1 ve tedavi siirecine

katkisinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Yontem: Bu calismada, yenidogan yogun bakim servisinde yatmakta olan ve
monogenik hastalik siiphesi tastyan, klinik bulgular ve aile dykiisii ile desteklenen 8
hasta incelenmigtir. Hastalarin tiimii ¢ocuk genetik hastaliklar1 uzmani tarafindan
muayene edilerek fizik muayene bulgular kaydedilmis; laboratuvar ve klinik verileri
hasta dosyalarindan elde edilerek olgu rapor formlarina aktarilmistir. Hastalara hizl
WES uygulanmis ve analizler, klinik bulgular ile birlikte yeni nesil dizileme

veritabanlar1 kullanilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Caligmaya dahil edilen 8 hastanin 6’s1 kiz, 2’si erkekti; yaslar1 dogumdan
itibaren 1 ile 60 giin arasinda degismekte olup, yas ortalamas1 25,5 giindii. Ug hastada
ebeveynler arasinda akrabalik 6ykiisii mevcuttu. WES sonucunda bes hastada (Olgu 1,
4,5, 7 ve 8) klinik bulgularla iliskili patojenik veya olas1 patojenik varyantlar saptandi.
Ug hasta (Olgu 5, 6 ve 7) WES sonucu ¢ikmadan &nce, bir hasta (Olgu 1) ise WES
sonucu ¢iktiktan sonra yasamini yitirmistir. Olgularin WES sonuglanma siiresi
ortalama 6 hafta olup, bu siire 4 ila 12 hafta arasinda degigsmekteydi. Hastalarin

%350’sinde genotip-fenotip iliskisini destekleyen varyantlar saptanmastir.
y ry p

Sonu¢: Bu calisma, WES’in, ozellikle etiyolojisi belirlenememis ve ileri diizey

yenidogan yogun bakim gereksinimi olan hastalarda tanisal siireci hizlandirarak klinik
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yonetimi olumlu etkiledigini gdstermektedir. Hizli genetik tani sayesinde uygun
tedaviye erken baslanmakta, gereksiz ilag kullanimi azaltilmakta ve genetik
danmismanlik siirecleri daha etkin yiiriitiilebilmektedir. Elde edilen genetik veriler,
ayrica tastyicilik taramalar1 gibi ikincil saglik uygulamalarina da katki saglamaktadir.
Bu baglamda, hizli WES’in, nadir genetik hastaliklarin erken tani ve yonetiminde artan
bir 6neme sahip oldugu ve multidisipliner klinik-genetik yaklasimin vazgegilmez bir

parcast haline geldigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler; Whole Exome Sequencing-WES, Genetik hastaliklar, Next

Generation Sequencing-NGS-Yeni nesi dizileme
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Abstract

Role Of Rapid Whole Exome Sequencing in Critically Il Newborns

with a Preliminary Diagnosis Of Genetic Syndrome

Introduction: Whole Exome Sequencing (WES), which enables the simultaneous
sequencing of approximately 20,000 genes in the human genome, has become a
significant tool in the diagnosis of monogenic disorders. Although its clinical use has
increased in recent years, especially in cases with multisystem involvement and
congenital anomalies, diagnostic yield remains between 30% and 50%. However,
WES is not yet routinely implemented in neonatal intensive care units (NICUs). In
critically ill neonates, rapid and accurate diagnosis is vital for guiding treatment
decisions, prognosis, and genetic counseling. This study aimed to evaluate the
contribution of rapid WES to the diagnostic and therapeutic process in NICU patients
with suspected monogenic diseases.

Methods: Eight patients admitted to the NICU with clinical findings and family
histories suggestive of monogenic disorders were included in this study. All patients
underwent physical examinations by a pediatric genetics specialist. Clinical and
laboratory data were collected from patient files and recorded in case report forms.
Rapid WES was performed for each patient, and sequencing data were analyzed using
next-generation sequencing databases in conjunction with clinical findings to establish
a molecular diagnosis.

Results: Of the eight patients included, six were female and two were male. Ages
ranged from 1 to 60 days, with a mean of 25.5 days. A history of consanguinity was
present in three cases. Pathogenic or likely pathogenic variants associated with the
clinical presentation were identified in five patients (Cases 1, 4, 5, 7, and 8). Three
patients (Cases 5, 6, and 7) died before WES results were available, and one patient
(Case 1) died shortly after WES findings were reported. A diagnostic yield of 50%
(4/8) was observed. The average turnaround time for WES results was 6 weeks,
ranging from 4 to 12 weeks.

Conclusion: This study demonstrates that WES accelerates the diagnostic process and
positively impacts clinical management in critically ill neonates, particularly when the
etiology is unclear. Early molecular diagnosis facilitates the initiation of targeted

therapies, prevents unnecessary treatments, and enhances the effectiveness of genetic
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counseling. Furthermore, WES data can guide secondary healthcare practices,
including carrier screening. Rapid WES is increasingly playing a vital role in the early
diagnosis and management of rare genetic disorders and contributes significantly to

healthcare delivery as part of a multidisciplinary clinical-genetic approach.

Keywords; Whole Exome Sequencing-WES, genetic disorders, Next Generation

Sequencing-NGS
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Giris

Son yillarda genetik temelli hastaliklarin tani siireglerinde kaydedilen ilerlemeler,

ozellikle tiim ekzom dizileme (Whole Exome Sequencing — WES) gibi yeni nesil

dizileme yontemlerinin kullanim alanlarimi genisletmistir. WES, insan genomundaki
yaklagik 20.000 geni es zamanli analiz etme kapasitesi sayesinde, 6zellikle
monogenik hastaliklarin tanisinda gii¢lii bir ara¢ haline gelmistir. Klinik pratikte
siklikla kullanilmaya baglanmis olan bu yontem, %30-50 arasinda tan1 basarisi ile
ozellikle konjenital anomaliler ve multisistem tutulum gdsteren vakalarda etkinligini
kanitlamistir. Ancak, yenidogan yogun bakim {initelerinde, WES’in rutin ve hizli
versiyonlarmin kullanimi heniiz sinirlidir. Oysa, durumu kritik olan ve etiyolojisi
aciklanamamis yenidoganlarda hizli ve dogru taniya ulagsmak, tedavi yonetimi ve

prognoz agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Yenidoganlarda genetik bir etiyolojinin erken donemde taninmasi; gereksiz tedavi
uygulamalarinin 6nlenmesi, hedefe yonelik miidahalelerin erken baslatilmasi, ileride
gelisebilecek komplikasyonlarin 6ngoriilmesi ve ailelere genetik danigmanlik
verilmesi agisindan oldukga degerlidir. Literatiirde, hizli WES uygulanan kritik
hastalarda tanisal verimin yiiksek oldugu ve tedavi planlamasini 6nemli dl¢iide
degistirdigi gosterilmistir. Ancak, bu tiir uygulamalarin Tiirkiye’deki yenidogan
yogun bakim hastalar1 tizerindeki etkisi konusunda sinirli sayida ¢alisma

bulunmaktadir.

1.1. Arastirmanin Problemi

Yenidogan yogun bakim {iinitesinde yatan, klinik ve aile dykiisiiyle genetik hastalik
siiphesi tastyan bebeklerde, tanisal siire¢ genellikle zaman alici, maliyetli ve
belirsizliklerle doludur. Mevcut tan1 yaklagimlari cogu zaman yetersiz kalmakta, bu da
erken miidahale sansin1 azaltmaktadir. Hizli WES gibi molekiiler diizeyde bilgi sunan
testlerin bu hasta grubunda tanisal siirece katkis1 yeterinceigin yeterince ulusal yaymn
bulunmamaktadir. Bu baglamda, bu ¢alismada kritik durumdaki yenidoganlarda hizl
WES’in taniya ulagsmadaki roliiniin degerlendirilmesi, literatiirdeki boslugu

doldurmay1 hedeflemektedir.



1.2. Arastirmanin Sorusu

PICO modeline gore olusturulan aragtirma sorusu asagidaki gibidir.
P (Population / Popiilasyon): Yenidogan yogun bakimda yatan, genetik hastalik

siiphesi olan hastalar.
I (Intervention / Girisim): Hizli tim ekzom dizileme.

C (Comparison / Karsilastirma): Geleneksel tan1 yontemleri veya tani siirecinin

uzamasl.

O (Outcome / Sonug): Daha kisa siirede ve daha yiiksek tani oranina ulasilmasi.

Kritik durumdaki yenidoganlarda, hizli tiim ekzom dizileme yontemi, geleneksel tani

yaklasimlarina gore tanisal basariy1 ve siireci iyilestirmekte midir?

1.3. Arastirmamn Hipotezleri

H1: Kritik durumdaki yenidoganlarda hizli WES, tanisal basar1 oranin1 artirir.
H2: Hizl1 WES, tanu siiresini kisaltarak klinik yonetimde degisiklik yapilmasini saglar.

H3: Hizli WES ile tani alan hastalarda, tedavi planlamasi ve izlem stratejileri olumlu

yonde etkilenir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari
Hizli WES yontemi, monogenik hastalik sliphesi tasiyan kritik hastalarda
uygulanabilir durumdadir.

Klinik veriler ve aile oykiisii, genetik analiz sonuglarmin yorumlanmasinda yeterli

bilgi saglamaktadir.

Genetik varyantlarin klinik 6nemi, mevcut veritabanlar1 kullanilarak giivenilir bicimde

degerlendirilebilmektedir.



1.5. Arastirmanmin Sinirhiliklar:

1.Caligmaya dahil edilen hasta sayist sinirlt olup (n=8), sonuglarin genellenebilirligi

kasitlidar.

2.Hizli WES sonuglarinin elde edilme siiresi, laboratuvar ve lojistik kosullara bagl

olarak degiskenlik gostermektedir.

3. Hastalarin genel durumlarinin ciddi olmasi ve yaslarinin yenidogan doneminde
olmasi, fenotipik 6zelliklerin tam olarak ortaya ¢ikmasini ve fenotip-genotip iliskisinin

degerlendirilmesini zorlagtirmigtir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu ¢aligmanin amaci, yenidogan yogun bakim iinitesinde yatan ve monogenik hastalik
siiphesi tastyan bebeklerde, hizli tiim ekzom dizileme yonteminin tani siirecine olan

katkisin1 degerlendirmektir.



Genel Bilgiler

Nadir Hastaliklar ve Genetik Kokenleri

Nadir hastaliklar, toplumda diisiik prevalansa sahip ancak toplamda genis bir hasta
kitlesini etkileyen hastalik gruplarini ifade eder. Diinya genelinde yaklasik 7.000 nadir
hastalik tanimlanmis olup, bu hastaliklar yaklasik 300 ila 400 milyon kisiyi etkileyen
onemli saglik problemlerindendir (Giirkan, H., & Satkin, N. B., 2025). Nadir
hastaliklarin %80°1 genetik kokenlidir ve monojenik kalitim modellerine bagl olarak
ortaya cikar. Bu durum, nadir hastaliklarin tan1 ve tedavisinde genetik analizlerin

Oonemini artirmaktadir (Genome.gov, 2025).

Nadir hastaliklarin tanimu iilkeden tilkeye farklilik gosterir, ABD’de nadir hastaliklar
200.000’den az kisiyi etkileyen hastaliklar olarak tanimlanirken, Avrupa Birligi’nde
bu simir 2.000 kisi olarak kabul edilmektedir (Institute of Medicine [US] Committee,
2010). Bu smrlamalar, hastaliklarin prevalansim1i  ve saglik politikalarinin
belirlenmesini etkileyen 6nemli faktorlerdir Hastalarin biiyiikk ¢ogunlugu cocukluk
doneminde tan1 almaktadir; ancak tani siireci ¢ogu zaman uzundur ve zorludur.
Geleneksel tan1 yontemleri ile tan1 koymak yillar siirebilmekte ve bu durum hastalarin
yasam kalitesini olumsuz etkilemektedir (Institute of Medicine [US] Committee,

2010).

Genetik testlerin, 6zellikle yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing - NGS)
teknolojilerinin gelistirilmesiyle, nadir hastaliklarin tanis1 6nemli 6l¢iide hizlanmistir.
Tiim ekzom dizi analizi (Whole Exome Sequencing- WES) ve Tiim genom dizileme
(Whole Genome Sequencing- WGS) gibi teknikler, hastalarin dogru taniya ulagsmasini
haftalar veya aylar icinde miimkiin kilmakta, boylece invaziv ve maliyetli testlerin
gerekliligi azaltilmaktadir (Genome.gov, 2025). Ayrica, bu gelismeler tedavi
planlamasinda kisisellestirilmis tip uygulamalarinin 6niinli agmisg, hastalarin yasam

kalitelerini iyilestirmistir.

Nadir hastaliklarin tani siirecindeki gecikmeler, hastalar i¢in ciddi morbidite ve
mortalite riskleri dogurmakta, bu da saglik sistemlerinde ek yiikler yaratmaktadir.

Erken tan1 ve uygun genetik danigmanlik hizmetleri, hem hasta hem de aile i¢in hayati
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onem tagimaktadir (Giirkan, H., & Satkin, N. B., 2025). Bu nedenle, diinya ¢apinda
nadir hastaliklar konusunda farkindalik artirma cabalari siirdiiriilmekte ve genetik

testlerin yayginlastirilmasi hedeflenmektedir (Institute of Medicine [US] Committee,

2010).

Nadir hastaliklarin ~ genetik yapis1 ilizerine yapilan arastirmalar, hastalik
mekanizmalarinin - anlagilmasint ve yeni tedavi stratejilerinin  gelistirilmesini
saglamaktadir. Sistem biyolojisi yaklagimlar1 ve genis popiilasyon veritabanlar
sayesinde, hastalik fenotipleri ile genotipleri arasindaki iligkiler daha detaylh
incelenmekte ve hastaliklarin molekiiler temelleri ortaya konmaktadir (Hong et al.,
2024). Bu durum, 6zellikle nadir hastaliklar gibi heterojen hastalik gruplarinda tani ve

tedavinin kisiye 6zgii hale getirilmesine olanak saglamaktadir.

Nadir hastaliklarla yasayan hastalarin ve ailelerinin desteklenmesi de 6nemlidir. Hasta
dernekleri ve uluslararas: is birlikleri, bilgi paylasimi, psikososyal destek ve yeni
tedavi yontemlerine erisim konusunda kritik roller iistlenmektedir (Genomics in Rare
Diseases, 2023; Rare Genomics Institute, 2025). Ayrica, genetik testlerin
yayginlagsmasi1 ve hasta verilerinin toplanmasi ile nadir hastaliklara yonelik bilimsel
caligmalar hiz kazanmistir (Hong et al., 2024).

Sonug olarak, nadir hastaliklarin ¢cogunlukla genetik temelli olmasi, tan1 ve tedavi
stireclerinde genetik analizlerin vazgegilmez oldugunu gdstermektedir. Yeni nesil
dizileme teknolojilerinin kullanimi, tani siirecini kisaltmakta ve hastalarin yasam
kalitesini artirmaktadir. Saglik politikalarinda nadir hastaliklar i¢in 6zel stratejilerin
gelistirilmesi, erken tani1 ve hasta destek sistemlerinin giiclendirilmesi, bu hasta

grubunun gereksinimlerine daha etkili ¢6ziimler sunacaktir.

Genetik terminoloji ve sik kullanilan terimler

Genetik tan1 yontemlerinden bahsetmeden dnce agagidaki tabloda (Tablo-1)

Sik kullanilan genetik terimlerinin anlamlar1 yer almaktadir. Bu terminoloji tezin

tamamini anlamada okuyucuya yardimci olmak amaciyla yapilmistir.



Tablo-1: Genetikte sik kullanilan terimler

Terim

Gen

Genom

Mutasyon

Varyant

Alel

Monoalelik

Bialelik

Alelik
heterojenite
Genetik

heterojenite

Homozigot
Heterozigot
Polimorfizm
Ekzom

WES

WGS

Tanim

DNA’nin belirli bir bolgesi olup, belirli bir protein ya da islevsel
RNA molekiiliinii kodlayan birimdir.

Bir organizmadaki tiim genetik materyalin (DNA) tamamudir.
DNA diziliminde meydana gelen kalict degisikliktir; hastaliklara
ya da fenotipik farkliliklara yol agabilir.

Genetik dizilimdeki normal farkliliklar1 ifade eder; tiim varyantlar
hastalikla iliskili degildir.

Bir genin ayni lokustaki alternatif bigimlerinden her biri.
Insanlarda her gen ciftinde iki alel bulunur; biri anneden, biri
babadan gelir

Bir gen ciftinden sadece bir alelin (genin iki kopyasindan birinin)
etkili oldugu durumdur. Genellikle dominant ozellikler veya
hastaliklar bu sekilde ortaya cikar.

Bir gen ¢iftinde her iki alelin (genin iki kopyasinin) etkili oldugu
durumdur. Genellikle resesif 6zellikler veya hastaliklar bu yolla
ortaya cikar.

Ayni fenotipe neden olan farkli mutasyonlarin ayni gen {izerinde
meydana gelmesidir.

Ayni klinik fenotip veya hastalik tablosunun, farkli genlerde veya
farkli genetik varyantlarda olugsmasi durumu. Bu, ayni hastaligin
farkli genetik nedenlere bagl olarak ortaya cikabilecegini ifade
eder.

Bir bireyin bir genden iki ayni alleli tagimas1 durumudur.

Bir bireyin bir genden iki farkli alleli tagimas1 durumudur.
Genetik dizilimdeki yaygin varyasyonlar olup,
hastalikla iliskili degildir.

genellikle

Protein kodlayan genlerin tamamidir; genomun yalnizca yaklagik
%1-2'sini olusturur.

Ekzom bolgelerinin tamaminin dizilendigi, genetik hastaliklarin
tanisinda kullanilan bir analiz yontemidir.

Tiim genomun dizilenmesini saglar



Penetrans Genetik bir varyant tastyan bireylerin, hastalik fenotipini
gosterme olasiligidir.

Ekspresyon Genetik bilginin fenotipte goriinme durumudur

Tablo 1. Genetik terimler ve tanimlar1 (Genome.gov, 2025; Genetics Home Reference,
2022; Hong et al., 2024; Institute of Medicine, 2010; MedlinePlus Genetics, 2023;
Schuler, Smith, & Johnson, 2022).

Genetik tam yontemleri

Genetik yontemleri ti¢ baslik altinda toplayabiliriz.

1. Sitogenetik Yontemler

Sitogenetik yontemlerin temel amaci, kromozom seviyesindeki say1r ve yapi
bozukluklarin1 belirlemektir. En yaygin yontem karyotipleme (G-banding) olup;
ozellikle biiylik kromozomal andploidiler, translokasyonlar ve inversiyonlarin
tanisinda altin standarttir (Nussbaum, Mclnnes ve Willard, 2015). Klinik pratikte,
karyotipleme ile Down, Edwards, Patau sendromlar1 gibi sayisal anomaliler veya
Robertsonian translokasyonlari teshis edilmektedir. Ayrica prenatal tan1 ve infertilite
taramalarinda da rutin olarak kullanilmaktadir (Berisha ve ark., 2020; Salaverria ve
ark., 2024).

Karyotip analizi, bireyin kromozomlarinin sayr ve yapisal biitiinligiini
degerlendirmek amaciyla kullanilan klasik sitogenetik bir yontemdir. Bu analiz,
ozellikle biiyiik kromozomal anomalilerin tanisinda altin standart kabul edilmekte
olup, kromozomlar Giemsa ile boyanarak G-bantlama yontemiyle mikroskop altinda
degerlendirilir (Nussbaum, Mclnnes & Willard, 2015). Analiz, periferik kan,
amniyotik s1v1, koryon villus biyopsisi veya kemik iligi gibi farkli kaynaklardan elde
edilen hiicrelerin kiiltlire edilerek metafaz evresinde sabitlenmesiyle gerceklestirilir
(Pelzman, Brody & Pelzman, 2021).Karyotip analizinin en yaygin klinik kullanim
alanlarindan biri prenatal tanidir. Bu analiz, fetiiste yapisal anomali siiphesi bulunan
olgularda, ileri anne yasi (=35), pozitif tarama testleri veya ailede dengeli

translokasyon Oykiisii gibi risk faktorleri varliginda siklikla 6nerilmektedir (American
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College of Obstetricians and Gynecologists, 2020). Ayrica tekrarlayan diistik oykiisii
bulunan c¢iftlerde ya da agiklanamayan infertilite ~durumlarinda, dengeli
translokasyonlar gibi kromozomal anomalilerin saptanabilmesi amaciyla da bu analiz
yaygin olarak uygulanmaktadir (Pelzman et al., 2021).

Onkogenetik alanda, 6zellikle hematolojik malignitelerde (6rnegin: akut losemiler,
lenfomalar) tani, prognoz ve tedavi yanitinin belirlenmesinde karyotip analizinin
onemi biiyiiktiir. Ornegin, Kronik Myeloid Lésemi (KML) tanisinda Philadelphia
kromozomu olarak bilinen t(9;22)(q34;q11) translokasyonu bu yontemle saptanabilir
(StatPearls, 2016). Benzer sekilde, Akut Miyeloid Losemi’de (AML) inv(16) ya da
t(8;21) gibi sitogenetik degisiklikler prognostik siniflamay1 dogrudan etkiler (Alanen
& Sujansky, 2016).

Yontemin en Onemli avantajlarindan biri, biiylik yapisal degisiklikleri dogrudan
goriintiileyebilmesidir; ancak 5-10 Mb'den kii¢lik delesyon ya da duplikasyon gibi
mikroskobik degisiklikleri tespit etme kapasitesi sinirlidir (Nussbaum et al., 2015;
StatPearls, 2016). Sekil-1’de normal karyotip analizi gosterilmistir

Sekil-1: 46,XY Kkaryotip analizi (Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Sitogenetik
Laboratuvar1 Arsivi, 2025)
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2. Molekiiler Sitogenetik Yontemler
Bu kategoride, Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), ve Konstitiisyonel

sitogenomik mikroarray analizleri gibi yontemler yer alir. Bu ydntemler mikro



delesyon/duplikasyon gibi kiiciik yapisal degisiklikleri belirlemede oldukca etkilidir
(South et al., 2013; Liehr, 2017).

Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), belirli DNA dizilerinin floresan isaretli
prob kullanilarak hiicre ¢ekirdegi veya kromozomlarda lokalize edilmesini saglayan
molekiiler bir tekniktir (Liehr, 2017). Klasik karyotip analizinin tespit edemedigi
mikro delesyon, duplikasyon ve yapisal kromozomal anomalilerin hizli ve hassas
tanisinda kullanilir. FISH, hedeflenen genetik bolgelerin spesifik olarak incelenmesine
olanak tanir ve prenatal tani, kanser genetigi ile genetik hastaliklarin teshisinde yaygin
olarak tercih edilir. Yontem, yiiksek duyarlilik ve hiz avantajina sahip olmakla birlikte,

yalnizca dnceden belirlenen bdlgeleri inceleyebilir.

Konstitiisyonel sitogenomik mikroarray analizleri, Ozellikle array CGH
(comparative genomic hybridization) ve SNP (single nucleotide polymorphism) array
yontemleri, genomdaki kopya sayisi varyasyonlari (copy number variation-CNV) ile
kiigiik delesyon ve duplikasyonlar1 yliksek c¢oziiniirliikte tespit etmek amaciyla
kullanilir (South et al., 2013). Bu teknikler, klasik karyotip analizine goére ¢ok daha
hassas ve ayrintili veri saglamakta olup, ozellikle gelisimsel gerilik, konjenital
anomaliler, ndrolojik bozukluklar ve cesitli genetik hastaliklarin tanisinda tercih
edilmektedir. Mikroarray analizleri, hastalarin tan1 siirecini hizlandirmakta ve genetik
danigmanlik i¢in kritik bilgi saglamaktadir. Bununla birlikte, yapilandirilmis dengeli
translokasyonlar1 ve bazi diisiik seviyeli mozaikizmalari tespit etmekte sinirliliklar

vardir, bu nedenle ek genetik testlerle desteklenmesi gerekmektedir.

3. Molekiiler Genetik Yontemler

Molekiiler genetik yontemler, DNA dizisini dogrudan analiz eden teknikleri igerir. En
duyarli ve spesifik yontemler olarak, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Sanger
dizileme, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification(MLPA), Yeni nesil dizi
analizi (Next-Generation Sequencing -NGS) sayilabilir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction-PCR ), belirli DNA
dizilerinin milyarlarca kopyasini kisa siirede olusturmay1 saglayan temel bir molekiiler
biyoloji teknigidir (Ghannam & Varacallo, 2023). Bu yontem 6ncelikle denatiirasyon,
yani DNA ¢ift zincirinin yaklasik 95 °C’de tek zincire ayrilmasi asamasiyla bagslar.

Ardindan sicaklik yaklasik 50—65 °C’ye disiiriilerek primer dizileri hedef DNA
9



izerinde baglanir (annealing). Daha sonra sicaklik yaklasik 75-80 °C’ye ytikseltilerek
DNA polimeraz enzimi devreye girer; se¢ilen bolgeyi ¢ogaltarak zincir uzatmayi
gerceklestirir (elongation). Bu ii¢ adim, termik dongiiler halinde 25—40 kez tekrarlanir
ve her déngiide hedef DNA miktar1 katlanarak artar. islem sonunda, artan sayida
amplicon elde edilir. PCR, yiliksek duyarlilik ve ozgiillikle hem tanisal hem de
arastirma amacli bir¢ok alanda—ornegin tek gen mutasyonlarin dogrulanmasi,
prenatal tarama, infeksiyon ajanlarinin hizl tespiti—yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Sanger dizileme, DNA dizilimini belirlemek ic¢in kullanilan klasik bir zincir-
sonlandirma yontemidir. Bu teknik, 6zel olarak tasarlanmis PCR reaksiyonu ile
birincil noktalarda ddNTP eklenerek calisir. DNA, 6nce denatiirasyon adiminda tek
zincire ayrilir, ardindan primer dizisi eklenir ve DNA polimeraz ile uzama (extension)
basamagi baglar. Reaksiyona az miktarda ddNTP karistirilir; eklendiklerinde
fosfodiester bagi olusturulamaz ve uzama sonlanir. Bu sekilde farkli uzunlukta DNA
fragmanlar iiretilir (zincir sonlandirma PCR) .

Daha sonra bu fragmanlar kapiler elektroforez veya poliakrilamid jelde boyutlarina
gore ayrilir. Kapiler sistemde, her ddNTP farkli floresan boya ile etiketlidir ve bir
lazerle uyarilan floresan sinyal sayesinde hangi bazin geldigi belirlenir. Sonug, her
baza karsilik floresan pik barindiran kromatogramdir. Sonug olarak elde edilen veriler
bilgisayar yazilimlari tarafindan analiz edilir ve yaklasik 700900 baz uzunlugunda,
yiiksek dogrulukta (>99.9 %) DNA dizisi okunabilir. Bu yiiksek dogruluk, Sanger
dizilemeyi tek gen mutasyonlarinin dogrulanmasinda ve NGS sonuglarinin
validasyonunda altin standart olarak 6ne ¢ikarir (Stranneheim & Lundeberg, 2012).
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA),

Bu yontemin baglica avantajlar1 arasinda; yiiksek 6zgiilliik, ayn1 anda ¢ok sayida
bolgeyi tarayabilme kapasitesi, diisitk DNA miktar1 gereksinimi ve hizli analiz siiresi
yer alir. Klinik uygulamalarda MLPA, 6zellikle konjenital sendromlar ve prenatal tani
gibi alanlarda kullanilir. Bununla birlikte, tek baz degisikliklerini veya translokasyon
gibi kromozomal yeniden diizenlemeleri tespit edemez, bu nedenle gerektiginde diger
molekiiler yontemlerle birlikte kullanilir (Eijk-Van Os & Schouten, 2011).

MLPA, iki yarim probun hedef DNA dizisine hibridizasyonu ile baslar. Ardindan bu
yarim problar ligaz enzimi ile birlestirilir ve tek primer c¢ifti kullanilarak PCR ile
cogaltilir. Problarin uzunluklarinin farkli olmasi sayesinde, elde edilen tiriinler kapiler

elektroforez ile ayristirilir ve her bir hedef bolgenin kopya sayisi, normal kontrollerle
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karsilastirilarak degerlendirilir (Tortora-Gil & Taracha, 2020; Eijk-Van Os &
Schouten, 2011).

MLPA, Duchenne Muskiiler Distrofi gibi kalitsal hastaliklarin ekzon diizeyindeki
delesyon veya duplikasyonlarinin belirlenmesinde birinci basamak yontem olarak
tercih edilir (Eijk-Van Os & Schouten, 2011).

Yeni nesil dizi analizi (Next-Generation Sequencing -NGS), DNA veya RNA
dizilerinin hizl1 ve yiiksek verimle es zamanli olarak dizilenmesine olanak saglayan
ileri diizey bir molekiiler genetik analiz yontemidir. NGS teknolojileri, klasik
yontemlerle haftalar siirebilecek genetik analizleri giinler veya saatler iginde
tamamlayabilme kapasitesine sahiptir. Bu kapsamda hedefli gen panelleri, WES ve
tiim genom dizileme (Whole Genome Sequencing - WGS) gibi farkli diizeyde analizler
yapilabilmektedir. Hedefli paneller belirli bir hastalik grubuna yonelik genleri
tararken, WES protein kodlayan tiim ekzom bolgelerini analiz eder; WGS ise kodlayan
ve kodlamayan tiim genomik dizileri kapsar (Goodwin, McPherson & McCombie,
2016). Bu testler, 0Ozellikle monojenik hastaliklarin tanisinda ve genetik
heterojenitenin aydinlatilmasinda 6nemli rol oynar (Rehm et al, 2013). NGS
teknolojisinin esnekligi, klinik pratikte hem tanisal dogrulugu artirmakta hem de
bireye 6zgii tibbi kararlar alinmasin1 kolaylastirmaktadir (Roy et al., 2018). Siireg,
DNA’nin fragmentasyonuyla baslar; ardindan adaptor dizileri eklenir, hedef diziler
cogaltilir ve dizileme reaksiyonlar1 gerceklestirilir. Bu veriler, biyoinformatik
analizlerle islenerek varyantlar yorumlanir.

NGS, o6zellikle nadir hastaliklar, kanser genetigi, prenatal tani alanlarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. NGS'min avantajlar1 arasinda yiliksek duyarlilik, genis
kapsama alan1 ve maliyet etkinligi yer alirken, veri analizi karmagiklig1 ve varyant

yorumlama zorluklari ise baslica sinirliliklaridir (Roy et al., 2018).
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Tablo-2: Genetik tan1 yontemleri (Nussbaum, Mclnnes, & Willard, 2015)

Kategori Yontemler Ag¢iklama / Kullanim Alani
1. Sitogenetik - Karyotipleme -Biiyiik kromozomal andploidiler,
Yontemler (G-Banding) translokasyonlar, inversiyonlar

- High-resolution

karyotipleme
2. Molekiiler - FISH Mikro delesyon/duplikasyon
Sitogenetik - Array CGH sendromlari, CNV analizi
Yontemler
3. Molekiiler - PCR Nokta mutasyonlari, genetik varyantlar,
Genetik - Sanger Dizileme  tasiyicilik testleri, gen paneli,
Yontemler -NGS farmakogenetik analizler

- WES/WGS

- MLPA

Tiim ekzom dizi analizi (WES)

Tiim ekzom dizilemesi, insan genomundaki protein kodlayan bdolgelerin tamamin
(ekzom) dizileyerek nadir varyantlari tespit edebilen bir NGS yontemidir. Bu teknikte,
oncelikle genomik DNA fragmente edilir, ardindan ekzomik bolgeleri hedef alan
hibridizasyonla zenginlestirme yapilir. Sonrasinda NGS platformlar1 kullanilarak
okutma iglemi gerceklestirilir ve elde edilen veriler biyoinformatik analizler ile
islenerek potansiyel patojen varyantlar tanimlanir (Goodwin, McPherson &
McCombie, 2016).

WES, 6zellikle klasik genetik testlerle veya hedefli panel analizlerinin tan1 koyamadigi
monojenik hastaliklarda, gelisim geriligi, konjenital anomaliler veya norolojik
hastaliklarda taniya 6nemli katki saglar (Stranneheim & Lundeberg, 2012).

WES sonuglarinda elde edilen varyantlarin yorumlanmasi, American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) tarafindan gelistirilen standartlara gore
yapilir. Bu kriterler, varyantlarin klinik 6nemine gore bes kategoriye ayrilmasini
saglar: patojenik, muhtemelen patojenik, klinik 6nemi belirsiz (Variant of Uncertain

Significance-VUS), muhtemelen benign ve benign. Simiflandirma; varyantin
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poplilasyon frekansi, in silico analizler, literatiir taramasi, fonksiyonel ¢alismalar,

segregasyon analizi ve onceki klinik raporlar gibi ¢ok sayida parametreye dayanir. Bu

sistematik yaklagim, genetik sonuglarin giivenilirligini ve klinik karar stireclerindeki

tutarlilig1 artirir (Richards et al., 2015). Tablo-3’te ACMG varyant siniflandirmast ve

klinik anlam1 gosterilmistir.

Tablo-3: ACMG varyant siniflamasi (Richards et al., 2015)

Varyant Sinifi

Patojenik

Muhtemelen

Patojenik

Klinik Onemi
Bilinmeyen

Varyant

Muhtemelen

Benign

Benign

Kisaltma Tanim

P

LP

VUS

LB

Hastalikla iligkilendirilen ve
giiclii kanitlarla zararli oldugu

gosterilmis varyant.

Hastalikla iligkilendirilme
olasilig1 yiiksek olan ancak
kesin kanit icermeyen
varyant.

Hastalikla iligkisi net
olmayan, mevcut verilerle

siiflandirilamayan varyant.

Hastalikla iligkilendirilme

olasilig1 diisiik olan varyant.

Hastalikla iligkisiz oldugu net

bicimde kanitlanmis varyant.

Klinik Anlam
Hastalikla
dogrudan
iligkilidir, tan1 ve
tedaviyi etkiler.
Hastalik riski
vardir, klinik
olarak dikkat
gerektirir.

Takip gerektirir;
dogrudan taniya
dayanak
olusturmaz.
Genellikle
zararsizdir, klinik
onemi yoktur.
Klinik olarak

Onemsizdir.
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Gerec ve Yontem

Bu calismaya, yenidogan yogun bakimda ve ¢ocuk yogun bakimda yatan durumu
kritik olan ve Ege iiniversitesi Tip Faiiltesi ¢ocuk genetik bilim dali tarafindan
konsiiltasyon ile muayene edilip monogenik hastalik diisiiniilen 3 ayin altinda 8 hasta
dahil edildi. Hasta ve ailesinden onam alindiktan sonra, bire bir gdriisme ve klinik
verilerin yeniden degerlendirilmesi ile, hastaya ait demografik veriler, oyki
dzgecmis/soygeemis fizik muayene ve laboratuvar testlere ait veriler not edildi. Tlk
basamakta segilen 8 olguya tiim ekzom dizi analizi (Whole exome sequencing-WES)
yapildi. WES sonucu elde edilen ham data, uygun biyoinformatik islem akisi ile
olusturulan dosya formatlar1 ile (FASTA, FASTq, BAM) depolandi, her bir hasta igin

VCF dosyasi olusturularak veri analizi gerceklestirildi.
Projede uygulanan yontemlerin detaylar1 asagidaki sekildedir:
Hasta Se¢imi ve Klinik Degerlendirme:

Bu calismaya yenidogan ve ¢ocuk yogun bakim iinitesinde izlenmekte olan, durumu

kritik ve monogenik hastalik diisiiniilen 8 olgu dahil edildi.
Dahil etme kriterleri:

1. Yenidogan veya ¢ocuk yogunbakim {initesinde yatiyor olma
2. 3 ay ve altinda olmak

3.Durumunun kritik olmas1 (multipl organ yetmezligi)

4. Monogenik hastalik diisiindiirme (birden fazla konjenital anomali, aile agacinda

akrabalik, etkilenmis birey Oykiisii, metabolik veya norogenetik hastalik siiphesi vb. )
Diglama kriterleri:

1.3 aydan biiyiik olma

2.Monogenik hastalik diisiindiirmeyen durum (travma vb.)

3.Tanisinin kesinlesmis olmast

4.1zole konjenital anomali (6rn. Kompleks kardiyak anomali, noral tiip defekti)
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Hasta ve ailesinden onam alindiktan sonra, bire bir goriisme ve klinik verilerin yeniden
degerlendirilmesi ile, hastaya ait demografik veriler, oykii 0zge¢cmis/soygecmis
(soyagaci, ebeveynler arasinda akrabalik durumu, ailede benzer durumdan etkilenmis
bireylerin varlig1), fizik muayene ve laboratuvar testlere (hemogram, biyokimya

metabolik tetkikler vb.) ait veriler olgu rapor formuna not edildi
Klinik Etki Degerlendirmesi

Klinik yonetimdeki degisiklikler tibbi kayitlardan, aile ve takip eden klinisyen ile
goriigmelerden belirlendi. Bu degisiklikler bes kategoride gruplandirildi.

1. mevcut tedavi degisiklikleri
2. ek hastalik izlemine baglama
3.diger sistemik degerlendirmelerine gereksinim
4. ailede ek tetkik ve arastirma gerekliligi
5. rehabilitasyon ve palyatif bakima yonlendirilmesi.
Molekiiler Genetik Calismalar:

DNA izolasyonu i¢in her hastadan 2 cc EDTA’ likan alindi. alinan kan 6rneklerinden
“QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)” kiti ve kite ait protokol kullanilarak DNA
izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen DNA’larin kalite ve konsantrasyonu

“NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer” kullanilarak 6l¢iildii. Uygun kalite ve

WES tetkik basamaklari

DNA Tagmentasyonu

1. Her bir 6rnek i¢in, 2.5 ng/pl konsantrasyonunda hazirlanan DNA’dan 20 pl’lik
hacim 0.2 mI’lik Eppendorf tiiplerine aktarildi.

2. Her tiipe 25 pl Tagment DNA (TD) Buffer ilave edildi.

3. Ardindan, 5 ul Tagment DNA Enzyme (TDEI) eklenerek ¢ozelti homojen hale
gelene kadar 10 kez pipetaj yapildu.

4. Tipler 280 xg hizda, 20°C sicaklikta 1 dakika stireyle santrifiij edildi.

5. Elde edilen karisim, termal siklir cihazina yerlestirildi ve asagidaki kosullarda

inkiibasyona tabi tutuldu:
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Tagmentasyon Sonrasi Temizleme Islemi

6. Inkiibasyon isleminin ardindan, her tiipe 15 pl Stop Tagment Buffer (ST)
eklenerek 10 kez pipetaj yapildi.

7. Karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

8. 280 xg hizda, 20°C’de 1 dakika santrifiij uygulandi.

9. Her tiipe 52 pl AMPure XP Beads eklenip homojenizasyon i¢in 10 kez pipetaj
yapild.

10. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi.

11. Ardindan, 280 xg hizda 20°C’de 1 dakika santrifiij edildi.

12. Tipler manyetik standa yerlestirilerek 2 dakika bekletildi.

13. Ustte kalan siipernatan dikkatlice uzaklastirilds.

14. Manyetik standda tutularak, tiiplere 200 pl %80’lik taze hazirlanmis etanol
eklendi ve 30 saniye beklendi.

15. Etanol siipernatant1 uzaklastirildi.

16. 14 ve 15. adimlar tekrar edildi.

17. Boncuklar manyetik standda kalacak sekilde tiipler oda sicakliginda 10 dakika
kurumaya birakildi.

18. Kuruyan boncuklarin iizerine 22.5 pl Resuspension Buffer (RSB) eklenip 10
kez pipetaj yapilarak siispansiyon saglandu.

19. Karisim manyetik standda 2 dakika bekletildi.

20. Ustte olusan 20 ul’lik siipernatan yeni bir tiipe dikkatlice aktarildi.

PCR Amplifikasyonu

21. 20 pl’lik DNA {iriinii iizerine asagidaki icerikte bir karigim ilave edildi:

22. Karigim, 280 xg hizda ve 20°C sicaklikta 1 dakika santrifiij edildi.

23. PCR tiipleri termal siklir cihazina yerlestirildi ve su dongii programi uygulandi:

PCR Temizleme Islemi
24. Amplifikasyon tamamlandiktan sonra tiipler termal siklirdan ¢ikarilip 280

xg’de 20°C’de 1 dakika santrifiij edildi.
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25. Her tiipe 45 pl AMPure XP Beads eklendi ve 10 kez pipetaj yapilarak
karistirildi.

26. Karisim oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

27. Tipler manyetik standda 2 dakika bekletildi.

28. Siipernatan uzaklastirildi.

29. Boncuklar manyetik standda iken, 200 pl taze hazirlanmis %80 etanol eklendi.

30. Etanol siipernatan uzaklastirildi.

31. 29.ve 30. basamaklar bir kez daha tekrarlandi.

32. Tiipler standda tutularak oda sicakliginda 15 dakika kurumaya birakildu.

33. Kuruyan boncuklarin iizerine 40 pl Resuspension Buffer (RSB) eklendi ve 10
kez pipetaj yapildi.

34. Karisim manyetik standda 2 dakika bekletildi.

35. Ustte olusan 38 ul’lik siipernatan yeni bir tiipe alindi.

36. DNA konsantrasyonu Qubit cihazi ile 6l¢iildii. Her 6rnekten en az 500 ng DNA
icerecek ve toplam hacmi 40 pl olacak sekilde havuzlandi.

Ik Hibridizasyon

37. 36.basamakta havuzlanan 40 ul DNA o6rnegine asagidaki icerikte hazirlanan
karisim eklendi:

38. Tiipler, 280 xg hizda ve 20°C'de 1 dakika santrifiij edildi.

39. Ardindan PCR tiipleri termal siklir cihazina yerlestirilerek agagidaki sicaklik
dongiisiine tabi tutuldu:

IIk Yikama

40. Hibridizasyon sonrasi iiriin 280 xg’de 20°C’de 1 dakika santrifiij edildi.

41. Her tiipe 250 pl Streptavidin Magnetic Beads (SMB) eklendi, ardindan 20 kez
pipetaj yapildi.

42. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

43. Santrifiij 280 xg ve 20°C’de 1 dakika uygulandi.

44. Tipler manyetik standa yerlestirilerek 2 dakika bekletildi.

45. Siipernatan uzaklastirildi, tiip standdan ¢ikarildu.

46. Her tiipe 200 pl Wash Solution 1 (WS1) eklendi, 20 kez pipetaj yapildi.
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47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.

54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

62.
63.
64.
65.
66.
67.

Manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Stipernatan uzaklastirildi ve tiipler standdan ¢ikarildi.

Ayni sekilde 200 pl Wash Solution 2 (WS2) eklendi, 20 kez pipetaj yapildi.
Manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Stipernatan ¢ikarildi, tiipler standdan alindu.

200 pl WS2 tekrar eklendi ve 20 kez pipetaj yapildi.

PCR tiipleri termal siklir cihazina yerlestirilerek 42°C’de 30 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasinda iiriin hizlica manyetik standa alinip 2 dakika bekletildi.
Stipernatan atild1 ve tiip standdan ¢ikarildi.

52-55. adimlar bir kez daha tekrarlandi.

200 pl Wash Solution 3 (WS3) eklendi, 20 kez pipetaj yapildi.

Manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Stipernatan uzaklastirildi, tiip standdan ¢ikarildi.

57-59. adimlar tekrarlandi.

Ayr1 bir PCR tiipiinde su sekilde bir karisim hazirlandi:

60.basamaktaki tirtine 23 pl bu karisimdan eklendi ve 20 kez pipetaj yapildi.
Karisim oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

280 xg’de 20°C’de 1 dakika santrifiij edildi.

Manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Ustteki 21 pl’lik siipernatan yeni bir tiipe alind.

Uzerine 4 pl Elute Target Buffer 2 (ET2) eklendi ve 10 kez pipetaj yapild.

Ikinci Hibridizasyon

68.

69.
70.

67.basamakta elde edilen 25 pl {irline agagidaki bilesenler eklendi:

280 xg’de 20°C’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Tiipler, asagidaki kosullarda termal siklir cihazinda ikinci hibridizasyon i¢in

inkibe edildi:
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ikinci Yikama

71.
72.

73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
&4.
85.
86.
87.
88.
&9.
90.
91.
92.

93.

94.
95.
96.
97.
98.

Hibridizasyon sonrast iiriin, 280 xg’de 20°C’de 1 dakika santrifiij edildi.
Her tiipe 250 pl Streptavidin Magnetic Beads (SMB) eklenip 20 kez pipetaj
yapilarak karigtirild.

Karisim oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

280 xg’de 20°C’de 1 dakika santrifiij uygulandi.

Tiipler manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Stipernatan uzaklastirildi, ardindan tiipler standdan ¢ikarildi.

Her tiipe 200 pul Wash Solution 1 (WS1) eklendi ve 20 kez pipetaj yapildi.
Manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Siipernatan uzaklastirildi, tiipler standdan ¢ikarildi.

200 pl Wash Solution 2 (WS2) eklendi ve 20 kez pipetaj yapildi.
Manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Stipernatan uzaklastirildi, standdan alindi.

200 pl WS2 tekrar eklendi ve 20 kez pipetaj yapildi.

Tiipler termal siklir cihazinda 42°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Uriin inkiibasyondan ¢ikarilip hizla manyetik standda 2 dakika bekletildi.
Stipernatan uzaklastirildi ve tiip standdan ¢ikarildi.

52-55. basamaklar bir kez daha tekrarlanda.

200 pl Wash Solution 3 (WS3) eklendi ve 20 kez pipetaj yapildi.
Manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Stipernatan atild1 ve tiip standdan ¢ikarildi.

57-59. adimlar tekrar edildi.

Ayr1 bir PCR tiipiinde su bilesenlerle bir karisim hazirlandi:

60.basamaktan elde edilen tirline 23 pl bu karisim eklendi, ardindan 20 kez
pipetaj yapildi.

Karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

280 xg’de 20°C’de 1 dakika santrifiij edildi.

Manyetik standda 2 dakika bekletildi.

Ustte kalan 21 pl siipernatan yeni bir tiipe aktarildi.

Uzerine 4 pl Elute Target Buffer 2 (ET2) ilave edilerek 10 kez pipetaj yapildi.
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ikinci PCR Amplifikasyonu

99. 98.basamaktan elde edilen 25 pl karisimdan 20 pl alinarak, asagidaki
bilesenlerle birlikte PCR i¢in hazirlandi:

100. Karigim, 280 xg’de 20°C’de 1 dakika santrifiij edildi.
101. PCR tiipleri termal siklir cihazina yerlestirilerek asagidaki dongii
uygulanarak amplifikasyon gerceklestirildi:

Son Temizleme ve Ol¢iim

102. PCR sonrasi {irlin, termal siklirdan ¢ikarildiktan sonra tizerine 90 pl

AMPure XP Beads eklendi ve 10 kez pipetaj yapilarak karistirild.

103. Karisim oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

104. Tiipler manyetik standa alinarak 5 dakika bekletildi.

105. Stipernatan dikkatlice uzaklastirildi.

106. Manyetik standdan kaldirilmadan 200 pl %80 etanol eklendi ve 30
saniye beklendi.

107. Etanol siipernatani uzaklastirildi.

108. 106—-107. adimlar tekrarlandi.

109. Boncuklar stand {iizerinde birakilarak oda sicakliginda 15 dakika
kurumasi saglandi.

110. Kuruyan boncuklara 30 pl Resuspension Buffer (RSB) eklendi ve 10
kez pipetaj yapildi.

111. Karisim oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

112. Manyetik standda 5 dakika bekletildi.

113. Ustteki 28 pl’lik siipernatan dikkatlice yeni bir tiipe aktarildi.

114. Tiim 6rneklerin DNA konsantrasyonlari Qubit DNA 6l¢iim cihaz ile
degerlendirildi.

115. Her bir kiitiiphaneden 15 ng DNA icerecek sekilde ornekler secilerek

uygun kosullarda kit yiiklemesi ger¢eklestirildi.
116. Hazirlanan kartus, Illumina dizileme cihazina yerlestirilerek ilgili

caligma protokolii baslatildu.
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Verilerin Islenmesi ve Varyantlarin Belirlenmesi:

WES ile elde edilen fastq datalar, BWA-MEM programi kullanilarak “hg19” referans
genomuna gore hizalandi. Ardindan ortaya ¢ikacak olan sam formatindaki data
SamTools programi kullanilarak bam formatina doniistiirildii. Bu noktadan sonra
“GATK (Genome Analysis Toolkit) Best Practises 4” pipeline’ina uygun olarak
veriler iglenecek islenmis bir bam dosyasi ve varyant listesini igeren vcf dosyasi elde
edildi. Varyantlar AnnoVar kullanilarak anote edildi ve patojeniteleri degerlendirildi.
Tiim bu islemler sonucunda, hastaliktan sorumlu olabilecegi diisiiniilen aday varyant
veya varyantlar belirlendi, sonrasinda bolgeye uygun primerler dizayn edilerek
Saptanan varyantlar icin aile segregasyon analizi yine Sanger dizi analizi ile

gerceklestirildi.
Calismalar asagidaki protokole uygun olarak devam etti.

Varyant Analizi Yontemi (ACMG Kriterlerine Gore)

Biitiin ekzon dizileme (WES) verileri, oncelikle kalite kontrol adimlarindan
gecirilerek filtrelenmistir. Elde edilen varyantlar, aile bireylerinin fenotipleri ve
kalitim paternine uygun sekilde homozigot, heterozigot ve bilesik heterozigot
formlartyla degerlendirilmistir. Varyant dnceliklendirmesi yapilirken, popiilasyon
frekans1 %0.5’in altinda olan nadir varyantlar dikkate alinmis; bu amagla gnomAD,
1000 Genomes Project, ExXAC, ESP ve dbSNP gibi uluslararasi genom veritabanlari
kullanilmistir. Varyantlarin fonksiyonel etkileri, en az ii¢ farkli in silico analiz araci
(PolyPhen-2, SIFT, MutationTaster vb.) ile ongdriilmiis; ayrica evrimsel
korunmusluk durumu PhyloP ve GERP++ algoritmalariyla incelenmistir. ACMG-
AMP (2015) varyant siniflandirma yonergeleri esas alinarak, her varyant patojenite
acisindan "patojenik", "muhtemelen patojenik", "belirsiz klinik 6neme sahip",
"muhtemelen iyi huylu" veya "iyi huylu" olarak siniflandirilmistir. Ayrica, ilgili
varyantlarin literatiir taramalar1 yapilmis, ekspresyon profilleri ve fenotip-genotip

iligkileri géz 6niinde bulundurularak klinik 6nemi degerlendirilmistir. Tiim bu
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biitiinciil analizler sonucunda, klinik fenotipten sorumlu olmast muhtemel varyantlar

raporlanmustir.
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Hasta

Bulgular

Calismaya dahil edilen toplam 8 hastanin 6’s1 kiz, 2’si erkekti. Yaslar1 dogumdan

itibaren 1 giin ile 60 giin arasinda degigsmekteydi. Yas ortalamasi ise 25,5 giindii.

Hastalarin 3’iinde ebeveynler arasinda akrabalik dykiisii mevcuttu. Uygulanan tim

ekzom dizi analizi (Whole Exome Sequencing, WES) sonucunda, bes hastada klinik

bulgularla iligkili patojenik ya da olasi patojenik varyantlar saptandi (Olgu-1, Olgu-4,
Olgu-5, Olgu-7 ve Olgu-8).U¢ hasta (Olgu-5, Olgu-6 ve Olgu-7), tiim ekzom dizi

analiz sonuclar1 elde edilmeden 6nce yasamini yitirdi. Bir hasta (Olgu-1) WES sonucu

ciktiktan sonra vefat etmistir. Hastalarin %50’sinde (4/8) klinik ile ilgili varyant

saptanmistir. Olgularin WES sonug¢lanma zamani ortalamasi 6 hafta idi. Analizler en

kisa 4 haftada, en uzun 12 haftada sonuglandi.

Tablo-4: Olgularin klinik bulgulari

Cinsiyet
K 9
E 53
K 18
E 60
K 1
K 4
K 45
K 14

Yas/giin

Akrabahk

Evet

Evet

Hayir

Hayir

Hayir

Hayir

Evet

Hayir

Klinik Ozellikler

Distal artrogripoz, serebellar
atrofi

Metabolik asidoz,

Immiinyetmezlik,

intrauterin gelisme geriligi

Dilate kardiyomiyopati

Hidrops fetalis,
polihidramniyos
Prematiirite, surfaktan
direnci

Yarik damak, iskelet
displazisi

hipertrofik kardiyomiyopati,

trombositopeni

Son Durum

Exitus, postnatal 3.

ay

18 aylik néromotor

gelisimi normal

19 aylik,

immiinyetmezlik

nedeniyle takipli
18 aylik DKM

takipli

Exitus, postnatal 1.

gin

Exitus, postnatal 6.

gin

Exitus, postnatal

53. giin

19 aylik takipli

WES
Sonug¢

Siiresi

4 hafta

hafta

4 hafta

6 hafta

6 hafta

4 hafta

6 hafta

7 hafta
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Genetik analiz sonuglar1 degerlendirilen sekiz hastanin besinde anlamli bulgular
saptanmistir. 1 no’lu hastada, KMT2D geninde heterozigot ¢.5782+1G>A splice bolge
varyant1 tespit edilmis olup, bu varyant ACMG kriterlerine gore “muhtemelen
patojenik” olarak siniflandirilmis ve Kabuki sendromu ile iliskili bulunmustur. 4 no’lu
hastada TPM1 geninde heterozigot c.475G>A (p.Aspl159Asn) missense varyanti
saptanmig, varyant hem ClinVar hem de ACMG degerlendirmelerine gdre patojenik
olarak kabul edilmis ve dilate kardiyomiyopati ile iliskilendirilmistir. 5 no’lu hastada
PTPN11 geninde heterozigot c¢.922A>G (p.Asn308Asp) missense varyanti
tanimlanmis ve bu varyantin Noonan sendromu ile iligkili, klinik olarak patojenik
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, 8 no’lu hastada da PTPN11 geninde heterozigot
c.854T>C (p.Phe285Ser) varyanti saptanmis, bu degisiklik de Noonan sendromu ile

uyumlu bulunmustur.

7 no’lu hastada iki farkli gende homozigot varyantlar tespit edilmistir. SH2B3 geninde
c.685 691dup (p.Asp231Glyfs39) frameshift varyanti ACMG kriterlerine gore
“muhtemelen patojenik” olarak smiflandirilmis olup, eritrositoz (somatik),
miyelofibroz (somatik) ve trombositemi (somatik) ile iliskilendirilmistir. Ayn1 hastada
LOXL3 geninde saptanan c.1152del (p.Trp384) nonsense tipi homozigot varyantin da
yine “muhtemelen patojenik” oldugu ve Stickler sendromu ile iliskili olabilecegi
degerlendirilmistir. Diger {li¢ hastada (olgu-2, 3 ve 6) klinik tablo ile iliskili olabilecek
patojenik ya da olasi patojenik varyant saptanmamustir. Tablo-5 de mutasyon

spektrumu gosterilmistir.
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Tablo-5: Olgularin mutasyon spektrumu

Hasta = Gen DNA Protein Zigoz @ Varyant Clin  ACM Iliskili Hastalik

No ite Tipi Var G

1 KMT2D | c.5782+1G>A | - HT Splice LP, LP Kabuki Sendromu

LB

4 TPM1 c.475G>A p-Asp159Asn HT Missense P LP Dilate
Kardiyomiyopati

5 PTPNI1 | c.922A>G p-Asn308Asp HT Missense P P Noonan
Sendromu

7 SH2B3 c.685 691dup | p.Asp231Glyfs*39 HO @ Frameshift | - LP Eritrositoz
(somatik),
Miyelofibroz
(somatik),
Trombositemi
(somatik)

LOXL3 | c.1152del p.Trp384* HO Nonsense NA | LP Stickler

Sendromu

8 PTPNI1I ¢.854T>C p.Phe285Ser HT Missense P P Noonan
Sendromu

Calismaya alinan hastalarda WES sonuclarina gore ilag degisikligi yapilmamuistir.
Olgu-1de Kabuki sendromu klinik bulgular1 ile saptanan varyantin iliskisini
degerlendirmek i¢in aile analizi yapilmistir. Olgu-4 te saptanan varyantin aile i¢i
taramas1 ve aile ici kardiyolojik degerlendirme yapilmigtir. Olgu-7 de aile analizleri
yapilarak, saptanan varyantlarinin saglikli kardeste ve ebeveynlerde heterozigot
oldugu gosterilmistir. Olgu-8 de Noonan sendromu tanisi konulduktan sonra eslik
edebilecek transient Juvenil Miyelomonositik Losemi (JMML) agisindan kemil iligi

biyopsisi yapilmis, aile taramasi ve ek sistem bulgulart degerlendirmesi yapilmistir.

Asagida, her bir olguya iliskin klinik, genetik ve radyolojik bulgular ayrintili olarak

sunulmustur.

Olgu-1
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Dokuz giinliik kiz hasta, dogum sonras1 gelisen solunum sikintist nedeniyle yenidogan
yogun bakim {initesine yatirilarak izleme alinmistir. Bebek, 37. gebelik haftasinda,
gravida 5, para 3, abortus 1, yasayan ¢ocuk sayisi 3 olan bir anneden sezaryen dogum
ile 2.420 gram dogum agirligiyla diinyaya gelmistir. Dogum sonrasi 1. ve 5. dakikada
yapilan APGAR degerlendirmesi sirasiyla 3 ve 6 olarak kaydedilmistir. Dogumun
hemen ardindan dikkat ¢eken en 6nemli bulgulardan biri deserebre postiirdiir.
Prenatal donemde, gebeligin son iki ayinda polihidramnios saptanmistir. Aile
oykiisiinde, anne ve baba arasinda ikinci dereceden kuzen evliligi oldugu
Ogrenilmistir. Hastanin sirasiyla 4, 7 ve 9 yaslarinda ii¢ kardesi bulunmaktadir. Dort
yasindaki kardeste konusma geriligi mevcuttur. Ayrica, 9 yasindaki kardesin
yenidogan doneminde on giin siireyle solunum sikintis1 nedeniyle yenidogan yogun
bakim tinitesinde yattig1 bildirilmistir.

Hastanin fizik muayenesinde boy uzunlugu 46 cm, bas ¢evresi 33 cm olarak 6l¢iilmiis
olup, intrauterin gelisme geriligi bulgular izlenmistir. Ek olarak, yarik damak, her iki
el bileginde kontraktiirler ve distal artrogripozis bulgular1 saptanmistir. Birinci
basamak metabolik tarama testleri ile kreatin kinaz diizeyi normal smirlarda
bulunmustur. Beyin manyetik rezonans goriintiileme (MRG) incelemesinde serebellar
atrofi izlenmistir. Ekokardiyografi (EKO) Patent foramen ovale (PFO) bulgulari
mevcuttu. GOz muayenesi normaldi. NoObet gegirmesi nedeniyle antiepileptik
baglanmisti. Hastadan mevcut bulgulariyla otozomal resesif genetik sendromlar
acisindan postnatal 9. giiniinde WES analizi gonderildi. Gonderildikten 4 hafta sonra
sonuglanan WES analizinde, KMT2D (NM _003482.4) geninde heterozigot
c.5782+1G>A, splice site (ekzon-intron birlesim bolgesi) varyanti tespit edilmistir. Bu
ACMG kriterlerine gore LP olarak smiflandirilmistir. Ancak, CLINVAR veri
tabaninda bu varyant i¢in hem LP, hem de LB bildirimler mevcuttur. Aile bireylerinde
yapilan varyant taramasi (segregasyon analizi) sonucunda, ayni genetik varyantin
annede de bulundugu belirlenmistir. Hasta yenidogan yogunbakim takibinde multipl

organ yetmezligi nedeniyle 3 aylikken vefat etti.

Olgu-2:

Bir ay 23 giinliik erkek hasta, metabolik asidoz, solunum sikintisi, elektrolit imbalans1
ve akut bobrek yetmezligi tanilari ile yatirilarak takip edilmistir. Prenatal dykiisiinde,
term gebelik sonucunda sezaryen ile 2.600 gram dogum agirliginda diinyaya geldigi

Ogrenilmistir. Dogum sonrasi donemde idrarda koyulagma fark edilmesi tizerine hasta,
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ailesi tarafindan cocuk acil servisine gotiiriilmiistiir. Basvuru sirasinda solunum
sikintis1 gelismesi iizerine ¢ocuk yogun bakim iinitesine yatirilarak izlem altina
alinmustir.

Soyge¢misinde, anne ve baba arasinda birinci dereceden kuzen evliligi oldugu
Ogrenilmistir. Annenin daha 6nce iki diislik (abortus) dykiisii mevcuttur. Hastanin
yasayan iki saglikli kardesi bulunmakta olup, bir kardesi yenidogan déneminde zorlu
dogum sonras1 hayatini kaybetmistir.

Fizik muayene bulgularinda palpebral 6dem ve hepatosplenomegali saptanmuistir.
Klinik tablo ve laboratuvar bulgular1 dogrultusunda metabolik bir hastalik 6n tanisi ile
WES yapilmas: planlanmistir. Gonderildikten 12 hafta sonra sonuglanan WES
analizinde, hastanin mevcut klinik durumu ile iligkili patojenik ya da olas1 patojenik
varyant tespit edilmemistir.

Hasta, klinik izlemi sirasinda giderek diizelen genel durumu ve normallesen
laboratuvar parametreleri dogrultusunda, takip siirecinin tamamlanmasi ile taburcu
edilmigtir. Taburculuk sonrasi poliklinik kontrollerinde, 11 ve 18 aylik donemlerde
yapilan degerlendirmelerde, hastanin bilylime parametrelerinin yasina uygun oldugu,

néromotor gelisiminin ise yas diizeyinde ve normal sinirlar i¢inde oldugu gozlenmistir.

Olgu-3:

35 yasinda, gestasyonel diyabet tanili anneden, 35. gebelik haftasinda, sezaryen
dogum ile 3.650 gram 8/9 APGAR ile dogan kiz hasta, dogum sonrast déonemde
gelisen solunum sikintist nedeniyle yenidoganin gecici takipnesi On tanisiyla
yenidogan yogun bakim {initesine yatirilmistir. Aile dykiisiinde anne ve baba arasinda
akrabalik olmadigi, hastanin saglikli bir kardesinin bulundugu 6grenilmistir. Fizik
muayenesinde viicut agirligi 3.650 gram, boy uzunlugu 50 cm, bas ¢evresi ise 35 cm
olup, yasina ve gestasyonel haftasina gore persantil degerleri normaldi. Belirgin
dismorfik yiiz goriinlimii yoktu.

Yatiginin 2. giiniinde gelisen bradikardi, solunum sikintis1 ve sistemik enfeksiyon
bulgular1 nedeniyle sepsis On tanisiyla antibiyotik tedavisi baslanmis, yapilan kan
kiiltiiriinde Klebsiella {iremesi saptanmasi iizerine yenidoganin ge¢ sepsisi tanisi
dogrulanarak tedavi siirdiiriilmistiir. Ayn1 donemde bakilan 16kosit sayist 84.00
1073/uL saptanmis yapilan periferik yaymada sola kayma goriilmiis ve kontroliinde

16.00 1073/uL’e gerilemistir. Kardiyak degerlendirme amaciyla yapilan EKO’da hafif
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mitral yetersizligi, hafif trikiispit yetersizligi ve patent duktus arteriyozus saptanmuistir.
Sepsis tablosunun derinligi ve direngli seyri nedeniyle immiin yetmezlik yoniinden
ileri tetkik yapilan hastada CDI15s diizeyi referansin altinda bulunmus, bu bulgu
izerine ¢ocuk immiinoloji boliimii tarafindan 16kosit adezyon defekti, alt tipi olarak
da CD15s eksikligi 0n tanilariyla izleme alinmistir. Dogum sonrasi 18. giinde, olasi
kalitsal immiin yetmezlik sendromlar1 agisindan ileri genetik analiz amaciyla WES
testi gonderilmistir. Test sonucunun 4 hafta sonra elde edilen analizinde, hastanin
mevcut klinik tablo ve fenotipi ile iliskilendirilebilecek patojenik ya da olas1 patojenik
varyant saptanmamuistir. Yenidogan yogun bakim siireci boyunca destek ve antibiyotik
tedavileri tamamlanan hasta, bagisiklik sistemi degerlendirmelerinin ayaktan takip

edilmesi planlanarak 1 ay 15 giinliikkken taburcu edilmistir.

Olgu-4:

Iki aylik erkek hasta, postnatal dénemde ag1z ¢evresinde fark edilen morarma sikayeti
ile basvurmustu.Yapilan fizik muayene ve kardiyolojik degerlendirmelerde
kardiyomegali saptanmasi iizerine, ileri tetkik ve tedavi amaciyla ¢ocuk yogun bakim

tinitesine yatirildi.

Prenatal Oykiisiinde, term gebelik sonunda normal spontan dogum ile 3.600 gram
dogum agirliginda diinyaya geldigi, dogum sonrast donemde ise sarilik nedeniyle
fototerapi tedavisi aldig1 6grenildi. Anne ve baba arasinda akrabalik bulunmamaktadir.
Aile Oykiisiinden, dogumdan sonraki gilinlerde agiz c¢evresinde morarma
gozlemledikleri, bu durumun yaklasik 40. giinden itibaren belirgin sekilde kotiilestigi
ve bu nedenle doktora bagvurduklar1 6grenildi. Fizik muayenede belirgin dismorfik

bulguya saptanmadi.

Hastaya yapilan EKO degerlendirmesinde dilate kardiyomiyopati (DKM) saptanmis
ve bunun iizerine genetik kardiyomiyopati nedenleri agisindan ileri analiz
planlanmigtir. Postnatal 60. Giiniinde uygulananve gonderildikten 6 hafta sonra
sonuclanan ~ WES analizinde, TPM1 (NM_001018005.2) geninde heterozigot
c.475G>A (p.Aspl59Asn) varyanti tespit edilmistir. Bu varyant, ACMG kriterlerine
gbre “olast patojenik” olarak smiflandirilmis olup, otozomal dominant (OD) gecis

gosteren kardiyomiyopati fenotipi ile iligkilidir.
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Yapilan segregasyon analizinde, bu varyantin ebeveynlerde bulunmadig: ve de novo

oldugu gosterilmistir.
Olgu-5:

Hidrops fetalis tanisi ile yenidogan yogun bakim {initesine yatirilan erkek hasta,
postnatal birinci giiniinde kapsamli sekilde degerlendirildi. Prenatal Oykiisiinde,
anneye 32. gebelik haftasinda polihidramnios tanis1 kondugu, 36. gebelik haftasinda
ile 3.700 gram dogum agirliginda, 49 cm dogum boyu ve 34,5 cm bas ¢evresi ile

dogmustu.

Anne ve baba arasinda akrabalik yoktu. Dogum sonrasi yapilan fizik muayenede
seyrek kas yapisi, hipertelorizm, epikantus, basik burun kokii ve genis burun ucu ile
karakterize dismorfik yiiz bulgular dikkat ¢ekmisti. Cilt alt1 dokularda belirgin 6dem

izlenmisti.

Transfontanel ultrasonografide beyin yapilart normal olarak raporlanmistir.
Abdominal ultrasonografide serbest sivi saptanmigti. Klinik bulgular dogrultusunda
genetik etiyolojiyi arastirmak amaciyla hastadan postnatal 1. gliniinde WES istendi.
Ancak hasta, WES sonucu elde edilmeden 6nce yine postnatal 1. Giiniinde multisistem

organ yetmezligi nedeniyle yasamini yitirdi.

Gonderildikten 6 hafta sonra sonuglanan WES analizinde, PTPN11(NM_002834.5)
geninde heterozigot c.922A>G (p.Asn308Asp) varyant1 tespit edilmistir. Bu varyant,
ACMG kriterlerine gore patojenik olarak siniflandirilmigtir.

Olgu-6

Otuz sekiz yasindaki, gravida 2, para 1, yasayan ¢ocuk sayisi 0, kayip sayisi 1
(G2P1YOK1A1) olan gestasyonel diyabet tanili anneden, 23 hafta 6 giinliik gebelikte,
sezaryen dogumla 1.720 gram dogum agirliginda, 2/5/7 APGAR skorlari ile dogan kiz
hasta, prematiirite ve Rh uyusmazlig1 nedeniyle yenidogan yogun bakim iinitesine

yatirilarak izleme alindu.

Aile oykiisiinde anne ve baba arasinda akrabalik bulunmamaktaydi. Erken dogum riski
nedeniyle dogum 6ncesinde antenatal steroid tedavisi uygulanmisti. Fizik muayenede
dismorfik 6zellik saptanmadi. Dogumdan sonra prematiiriteye baglh gelisen solunum

sikintis1 nedeniyle respiratuvar distres sendromu (RDS) 6n tanisiyla hastaya siirfaktan

29



tedavisi uygulandi. Ancak klinik yanit alinamamasi tizerine slirfaktan metabolizma

bozuklugu olabilecegi diisliniildii.

Altta yatan genetik bir etiyolojinin arastirilmasi amaciyla hastadan postnatal 4.
Glinlinde WES istendi. Ancak hasta, postnatal 6.glinlinde WES sonucu elde edilmeden
once, solunum yetmezligi ve prematiiriteye bagli gelisen ¢oklu komplikasyonlar

nedeniyle yasamini yitirdi. WES analizi gonderildikten 4 hafta sonra analiz edildi.

WES analizi sonucunda, hastanin mevcut klinik tablosu ile iligskilendirilebilecek

patojenik ya da olasi patojenik varyant saptanmada.

Olgu-7:

28 yasinda, G3P2K1 olan anneden, 36. Gebelik haftasinda , sezaryen ile 2.115 gram
dogan kiz hasta, antenatal donemde yarik damak saptanmasi ve dogum sonrasi gelisen
solunum sikintis1 nedeniyle 2 hafta siireyle dis merkez yenidogan yogun bakim
initesinde takip edilmistir. Hasta 45 giinliikken, 5 giin dnce baglayan ve giinde 5 kez
tekrarlayan, sar1 renkli, az sulu ishal ve ates yakinmasi ile dis merkezde yatirilmas,
izlemde diskilama siklig1 12’ye kadar artmis, atesi ise yatis sonrast 2 giin boyunca
devam etmistir. Kontrol kan tetkiklerinde metabolik asidoz ve laktat yiiksekligi
saptanmus, l6kosit sayis1 95.330 /uL olarak bulunmas iizerine Ege iiniversitesi ¢ocuk
yogun bakim iinitesine kabul edilmistir. Aile Oykiisiinde; anne ve baba arasinda
akrabalik oldugu, 5 yasinda hepatosteatoz siiphesi olan bir erkek kardesin bulundugu
ve 3 yasindaki kuzeninin Sandhoff sendromu nedeniyle yasamini yitirdigi
ogrenilmistir. Fizik muayenede viicut agirligi 2,9 kg (SDS: -2,9), boyu 48 cm ( SDS:
-3,11), bas cevresi 33 cm (SDS: —4,05) olarak 6l¢iilmiistiir. dismorfik yiiz goriiniimii
ve yarik damak mevcuttu. Metabolik tetkiklerdes pesifik bir metabolik hastaliga
yonelik bulgu saptanmamistir. Klinik tabloya eslik eden bulgular dogrultusunda,
cocuk yogun bakim yatisinin 50. giiniinde, otozomal resesif ge¢isli genetik hastaliklar
on tanisi ile postnatal 45.giinde WES testi gdnderilmistir. Hasta ¢ocuk yogun bakim
initesinde takibi tamamlandiktan sonra servise alinmis fakat servis takibinden bir giin
sonra gelisen solunum arresti ve yeniden ortaya ¢ikan metabolik asidoz tablosu iizerine
tekrar ¢ocuk yogun bakim iinitesine devredilmis, WES sonucu ¢ikmadan 6nce ¢oklu
organ yetmezligi nedeniyle postnatal 53. giinlinde vefat etmistir. Gonderildikten 6

hafta sonra sonuglanan WES analizinde, klinik fenotip ile iliskili olabilecek iki ayr1
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gende homozigot diizeyde olasi patojenik varyant saptanmistir. Bunlardan ilki,
LOXL3 (NM_005475.3) geninde homozigot c.1152del (p.Trp384*) varyanti olup,
ACMG kriterlerine gore olasi patojenik kabul edilmis ve otozomal resesif gegisli
miyopi ile Stickler sendromu ile iliskili bulunmustur. Ikinci varyant, SH2B3
(NM_005475.3) geninde homozigot ¢.685 691dup (p.Asp231Glyfs*39) olup, yine
ACMG kriterlerine gore olast patojenik olarak siiflandirilmis ve literatiirde akut

16semi ve ¢esitli hematolojik hastaliklarla iligskilendirilmistir.

Olgu-8:

Yirmi alti yasindaki, GIPOA1 olan, gestasyonel diyabet ve polihidramnios tanisi
bulunan anneden, 36 hafta gebelikte, normal dogumla 3.126 gram dogum agirli§inda,
4/6 APGAR skoru ile dogan erkek hasta, dogum sonrasi gelisen bradikardi, siyanoz ve
solunum sikintis1 nedeniyle yenidogan yogun bakim {initesine yatirilarak izleme
alindi. Aile oykiisiinde anne ve baba arasinda akrabalik bulunmamaktaydi. Fizik
muayenesinde hipertelorizm, basik burun kokii ve kisa boyun gibi dismorfik yiiz
bulgular1 ile alt ekstremitelerde petesiyel dokiintiiler saptandi. Sol koanal atrezi
izlendi. Laboratuvar bulgularinda trombositopeni mevcuttu. Ekokardiyografide
perimembrandz ventrikiiler septal defekt (VSD) ve hipertrofik kardiyomiyopati
(HKMP) saptandi. Abdominal ultrasonografide bilateral renal morfoloji ve boyutlar
normal bulunmus olup, sol bobrekte renal pelvis anteroposterior ¢cap1 7.5 mm ol¢iildii
ve santral kalikslerde dilatasyon ile tireteropelvik bileske darlig1 diigiiniildii. Kranial
bilgisayarli tomografide bilateral siitlir fraktiirleri, sag lateral ventrikiil ve serebral
akuadukt diizeyinde intraventrikiiler hemoraji ile bilateral tentorium serebellide
subdural hematom alanlar1 izlendi.Takibinde ek kanama bulgusu gelismedi. Klinik ve
dismorfik bulgular1 ile Noonan sendromu ayirici tanida disiiniildii ve altta yatan
genetik bir etiyolojinin arastirilmasi amaciyla hastadan postnatal 14. giinde WES testi
istendi. Yedi hafta sonra sonuglanan analizde 6n taniya uygun olarak PTPNI11
(NM_002834.5) geninde heterozigot ¢.854T>C (p.Phe285Ser) varyant1 saptandi. Bu
varyant, literatiirde Noonan sendromu ile iligkili olarak tanimlanmis olup, ACMG
kriterlerine gore patojenik olarak siniflandirilmisti. Tan1 dogrultusunda, Noonan
sendromuna eslik edebilen gecici transient JMML riski nedeniyle kemik iligi biyopsisi
yapild1 ve normal olarak raporlandi. Genetik tanis1 kesinlesen hasta, takip ve tedavi

stirecinin ardindan postnatal 2 ay 16 giinliikken taburcu edildi.
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Tartisma

Yenidogan yogun bakim iinitelerinde genetik kdkenli hastaliklar, 6nemli bir morbidite
ve mortalite nedenidir. Klinik belirtilerin oldukca degisken olmasi ve birgok tablonun
benzer semptomlarla seyretmesi, tani siirecini giiclestirmekte; taninin ¢ogu zaman

gecikmesine ya da ancak postmortem donemde konulabilmesine yol agmaktadir

(Michel et al., 2018; Wojcik et al., 2018).

Yenidogan doneminde hastaliklarin hizli ilerleyebilme potansiyeli ve yiiksek lim
riski géz Oniinde bulunduruldugunda, tanmin erken konulmasi ve zamaninda
miidahale, kritik durumdaki hastalar i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Wojcik et al.,

2019).

Bu dogrultuda calismamizda, 3 ay altinda, genel durumu kritik olan ve kdkeninde
genetik hastalik diislinlilen hastalarda hizli ve dogru tani koymanimn etkisini

degerlendirmeyi amacladik.

Hizli yapilan WES analizinin literatiire baktigimizda tani arali§i 1-3 hafta arasinda
degismektedir (Chung et al., 2020). Calismamizda bu siire 6 hafta ortalama ile
literatiirden daha ge¢ goriinse bile, rutin vaktinde sonuglanan WES analizine gore
(ortalama 6 ay) olduke¢a hizli sonu¢lanmis ve tani degeri %50 ile yine literatiir ile

uyumlu bulunmustur.

Raporlanan verilere gore, hizli WES saglik sistemine sagladigi tasarrufun yaklasik
%90’1, hastanede yatis siiresinin kisalmasi ve invaziv girisimlerin azaltilmasi
sayesinde elde edilmektedir. Geriye kalan %10’luk kism1 ise mikrodizi gibi ek tanisal
testlerin uygulanmasindan kaginilmasiyla saglanan ekonomik katkiy1 yansitmaktadir

(Kingsmore et al., 2024).

Avustralya’da yapilan ve 108 hastay1 (medyan yas 28 giin, aralik 0—17 yil) iceren
baska bir ¢alismada, ultra hizli ekzom sekanslama kullanilmistir. Numune alimindan
rapora kadar ortalama siire 3,3 giin; hastaneye yatistan rapora ortalama 17,5 giin
geemistir. Bu ¢alismada 55 (%51) hastada molekiiler tan1 konmus; tani almayan 53
hastanin da 6’s1 (%]11) klinik yonetimde degisiklik yasamistir. Molekiiler tanist olan
55 hastanin 42°si (%76), tanisi olmayan hastalardan sadece 6’s1 (%]11), ultra hizli WES
sonugclari ile klinik yonetimi degistirmistir. Ek olarak, 12 hastada (%11) hedefe yonelik
tedavi, 14 hastada (%13) palyatif bakim, 19 hastada (%18) ise spesifik
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komplikasyonlar i¢in izlem baslatilmistir (Farnaes et al., 2018; Freed et al., 2020; Wu
et al., 2021).

Bizim ¢alismamizda hastalarin 4 tanesinde klinik ile ilgili olabilecek patojenik veya
olas1 patojenik varyant saptandi. Saptanan varyantlar ile mevcut tedavide bir degisiklik
olmad: fakat mikroarray gibi taniya yonelik maliyetli ek molekiiler genetik tetkike
gerek kalmadi. Bunun yaninda Noonan tanisi alan hastada (Olgu-8) trombositopeninin
ayricl tanisinda genetik tanisindan faydalanildi. Olgu-4’te DKM tanisinin genetik
olarak kanitlanmasi ile DKM ayirici tanist igin ek tetkik yapmaya gerek kalmadan
takip ve tedavisi planlandi. Ayni hastanin aile i¢i kardiyak taramasi ve aile analizi es
zamanli planlandi.Asagida olgular ve genetik sonuglarin teadviye etkisi literatiir

esliginde sirastyla tartisilmistir.
Olgu-1:

Yarik damak, ndbet ve distal artrogripozis bulgular1 olan ilk hastada yapilan WES
analizinde, KMT2D (NM_003482.4) geninde heterozigot ¢.5782+1G>A splice site
varyant1 tespit edildi. Saptanan varyant, ACMG kriterlerine gore olas1 patojenik olarak
siniflandirilmisty; ayrica ClinVar veri tabaninda hem olasi patojenik hem de olasi
benign olarak raporlanmisti. KMT2D genindeki monoalelik patojenik varyantlarin
Kabuki sendromu ile iligkili oldugu bilinmektedir. Kabuki sendromu; dogumsal
anomaliler, entelektiiel yetersizlik ve tipik yiiz Ozellikleri ile karakterizedir. Bu
ozellikler arasinda dogum sonrasi baslayan boy kisaligi, uzun palpebral araliklar, alt
g6z kapaklarmin dis iigte birlik kisminda digsa doniikliik, genis ve basik burun ucu,
belirgin kulak yapisi, yiiksek veya yarik damak, skolyoz, kisa besinci parmak, parmak
izlerinin belirgin olmasi1 ve tekrarlayan otitis media gibi klinik bulgular yer alir (Adam
et al., 2023).

Hastanin dogumsal anomalileri (yarik damak, artrogripozis) ve ndbet Oykiisii Kabuki
sendromu ile agiklanabilse de, sendromun tipik yiiz gdriiniimii hastada mevcut degildi.
Literatiirde su ana kadar Kabuki sendromu ile iligkili 600’{in iizerinde patojenik
KMT2D varyanti tanimlanmis olup, bunlarin yaklasik %84’ii erken protein
sonlanmasina neden olan (truncating) mutasyonlardir (Bogershausen et al., 2016).
Hastada saptanan splice site varyanti, protein fonksiyonunu bozma olasiligini

artirmaktadir.
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Ancak ayni varyantin annede de tespit edilmesi, varyantin patogenezdeki roliinii
sorgulatmaktadir. Literatirde KMT2D varyantlarinin tam penetrans gosterdigi
bildirilmis olsa da (Adam et al., 2023), ailevi vakalarda daha hafif fenotiplerle de
seyredebilecegi gosterilmistir (Bogershausen et al., 2016). Bu nedenle anne klinik
olarak yeniden degerlendirildi; 6grenme gii¢liigli ya da dogumsal anomali saptanmadi,
yalnizca down-slanting palpebral fissiirler mevcuttu. Bu bulgular esliginde varyant,
klinik tablo ile iligkilendirilmedi; segregasyon analizi sonucunda asil tan1 koydurucu
varyant olarak degerlendirilmedi, ancak takip Onerildi ve aileye genetik danigmanlik

verildi.

Olgu-2:

Ikinci olgu, metabolik asidoz, solunum sikintisi, elektrolit dengesizligi ve akut bobrek
yetmezligi nedeniyle genetik degerlendirme i¢in danisilmistir. Anne-baba arasinda
akrabalik bulunmasi nedeniyle otozomal resesif gecisli olas1 bir metabolik/genetik
hastalik siiphesiyle hizli WES planlanmistir. Ancak hastanin izleminde tiim klinik
bulgularinda gerileme gézlenmis ve WES analizinde klinikle iliskili bir varyanta
rastlanmamistir. Hastanin 1,5 aylikken gosterdigi semptomlar ve laboratuvar

bulgulari, klinik olarak sepsis yoniinde degerlendirilmistir.

Sepsis, genellikle bakteriyel kokenli sistemik enfeksiyon olarak tanimlanmakta olup,
tanida gecikme ciddi mortalite ile sonuglanabilir. Yenidogan doneminde sepsis,
dogum sonrasi ilk 7 giin i¢inde gelisen erken baslangicli sepsis ve 7-89 giin arasinda
gelisen ge¢ baslangicli sepsis olarak ikiye ayrilir. Bu yas grubunda sepsisin
semptomlari siklikla non-spesifiktir ve baglangicta beslenme gii¢liigii, letarji gibi genel
belirtilerle kendini gdsterebilir. En sik goriilen klinik bulgular arasinda respiratuvar
distres, apne, tasipne, gogis ici ¢ekilmeler ve siyanoz yer almaktadir. Ayrica, viicut
1s1s1 diizensizlikleri (hipo- veya hipertermi), lokopeni veya 16kositoz, hipoglisemi ya
da hiperglisemi, laktat artisi, metabolik asidoz gibi bulgular da sepsisin ayirici

tanisinda 6nem tasir (Akin, 2021; Turkish Neonatal Society, 2017).

[lk 3 ayda sepsis, kalitsal metabolik hastaliklarla benzer klinik tablo
olusturabileceginden ayiric1i tanida bu olasilik da mutlaka degerlendirilmelidir
(Turkish Neonatal Society, 2017). Bu hastada uygun antibiyotik tedavisi ve
destekleyici yaklagimlarla klinik tablo tamamen gerilemis; WES sonucunda metabolik

veya kalitsal bir hastalikla iligkili patojenik varyant saptanmamistir. Bulgularin
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gerilemesi ve genetik analiz sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, sepsis tanisi

desteklenmis ve ileri molekiiler ya da metabolik tetkike gerek duyulmamistir.

Olgu-3:

Yenidoganin gegici takipnesi 6n tanisi ile takibe alinip, sepsis nedeniyle uzun siireli
hastane yatis1 olan hastada 6n planda immiinyetmezlik, onun da ayirici tanisinda
Lokosit adezyon defekti (LAD), 6n planda da LAD2 CD15s eksikligi diisliniilmiistii.
Yapilan WES analizinde ise hastalik ile iligkili olabilecek patojenik veya olasi

patojenik varyant saptanmadi.

LAD, hem humoral hem de hiicresel immiin yanit bilesenlerini etkileyen, primer
immiin yetmezlikler arasinda yer alan otozomal resesif gecisli bir hastaliktir.
Hastaligin patogenezinde temel sorun, nétrofiller basta olmak iizere lokositlerin
enfeksiyon bolgesine transmigrasyonunun bozulmasidir. Bu bozukluk, enfekte veya
hasarlanmis dokularda yeterli immiin hiicre birikiminin saglanamamasina ve buna

bagli olarak persistan enfeksiyonlara neden olur (Hanna & Etzioni, 2012).

LAD iig alt tipe ayrilir: Tip I LAD, ITGB2 geninde meydana gelen bialelik patojenik
varyantlar sonucu P2 integrin (LFA-1, Mac-1) ekspresyonunun azalmasi veya
tamamen kayb1 ile karakterizedir. Bu durum, noétrofillerin endotel hiicrelerine
adezyonunu ve diapedesini bozar. Tip II LAD, Sialyl-Lewis X (CD15s) yap1 tasinin
eksikligi nedeniyle E-selektin aracili adezyon mekanizmasinin bozulmasiyla ortaya
cikar; bu da nétrofillerin damar endoteline rolling yapmasini engeller. Tip I LAD2’ye
SLC35C1 genindeki bialelik patojenik varyantlar sebep olmaktadir. Tip III LAD ise
FERMT?3 genindeki bialelik patojenik varyantlar sonucu kindlin-3 proteininde defekt
geligsmesiyle, integrin aktivasyon kaskadinin aksamasina yol acar. Bu alt tipte sadece
16kosit fonksiyonlar1 degil, trombosit fonksiyonlar1 da etkilenebilir (Stepensky et al.,

2015).

LAD olgularinda tekrarlayan cilt ve mukozal enfeksiyonlar, gébek kordonunun ge¢
diismesi, iyilesmeyen yara enfeksiyonlari ve nétrofili baglica klinik bulgular arasinda
yer alir. Tan1 immiinofenotipleme, genetik analiz ve lokosit fonksiyon testleri ile
konur. Erken tani ve uygun tedavi yasam stiresi ve kalitesini artirmada kritik dneme

sahiptir.

Hastada sepsis doneminde tedaviye direncli olmasi, l6kosit sayisinin 84.00 x10"3/uL

kadar yiikselmesi ve lenfosit panelinde CD15s diisiik saptanmasi ile LAD 6n tanida
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diistiniilmiis fakat LAD’den sorumlu genlerde herhangi bir patojenik varyanta
rastlanmamistir. WES’in tan1 koyma degeri %50 oldugu i¢in hastada mikroarray gibi

farkli molekiiler tetkikler ve aday genler agisindan yillik reanaliz planlanmistir.

Olgu-4:

Dilate kardiyomiyopati tanisi, sol ventrikiil dilatasyonu ile birlikte sistolik
disfonksiyonun  saptanmasiyla  konur.  Sistolik  disfonksiyon, = miyokard
kontraktilitesinde azalma ile tanimlanir ve genellikle ejeksiyon fraksiyonunun %50'nin
altinda olmasi seklinde degerlendirilir. Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu, iki boyutlu
ekokardiyografi ya da kardiyak MRG ile dlciilmekte olup tanida en sik kullanilan

parametredir.

Calismaya alinan hastada DKM tanist postnatal 2. ayda konmus olup, hizli WES
analizi ile kisa siirede altta yatan etiyoloji belirlenebilmistir. TPM1 geninde saptanan
heterozigot c.475G>A (p.Aspl159Asn) varyanti daha 6nce ClinVar veritabaninda hem
hipertrofik hem de dilate kardiyomiyopati ile iliskilendirilmis olup, klinik tablo ile
iliskisi gosterilmistir.

TPM1 geni, sarkomer yapisinda yer alan ve aktin-miyozin etkilesimini diizenlemenin
yani sira ince filamentlerin stabilizasyonunu saglayan alfa-tropomiyozin 1 proteinini
kodlamaktadir. Bu genle iligkili patojenik varyantlar; sol ventrikiil nonkompaksyon
kardiyomiyopatisi (LVNC) (Chang, 2011; Halder et al., 2024), HKM ve DKM (
Herkert, J. C., et al., 2018) gibi farkl1 kardiyomiyopati fenotiplerine sebep olmaktadir.

Hastada saptanan varyant daha Once literatiirde 7 kez bildirilmistir. Kelle ve
arkadaglari, hastamizda saptanan ayni varyanti sporadik bir LVNC —Ebstein anomalisi
olgusunda tanimlamis ve bu genin LVNC —Ebstein anomalisi patogenezinde rol
oynayabilecegini 6ne stirmiistiir (Kelle et al., 2016). Johanna ve arkadaslarinin, DKM
tanili hastalar ile yaptigi derlemede de ayni varyantin DKM ile iligkili olarak
raporlandig1 goriilmektedir (Herkert et al., 2018).

Bu vakalar dogrultusunda, saptanan varyantin ekspresivite degiskenligi
gosterdiginden soz edilebilir. Olguya erken tani konulmasi, DKM etiyopatogenezini
belirlemek amaciyla yapilacak bircok metabolik tetkikin gerekliligini ortadan

kaldirmig ve hastanin takip ile rehabilitasyonunun erken donemde planlanabilmesini

36



saglamistir. Varyantin de novo olarak saptanmasi sayesinde aileye saglikli ve giivenilir

bir genetik danigmanlik sunulabilmistir.

Olgu-5/8

Calisgmaya alinan 2 olgunun (Olgu-5 ve 8) tanist Noonan sendromu olarak
kesinlesmistir. Olgu-5 postnatal birinci giinde hidrops fetalis nedeniyle kaybedilmistir.
Olgu 8 ise 19 aylik olup poliklinik takiplerine devam etmektedir.

Noonan sendromu; hipertelorizm,diisiik kulak, boy kisalig1, konjenital kalp hastaliklar
ve degisken diizeyde gelisimsel gecikmeyle seyreden, multisistemik bir genetik
hastaliktir. Ek olarak ¢esitli koagiilasyon bozukluklari, lenfatik sistem displazileri,
HKM ve okiiler anomaliler de hastaliga eslik edebilir (Roberts, Allanson, Tartaglia, &
Gelb, 1993). Noonan sendromu genetik heterojen bir hastalik grubu olup BRAF,
KRAS, MAP2K1, MRAS, NRAS, PTPNI1, RAFI, RASA2, RITI, RRAS2, SOSI veya
SOS2 genlerindeki monoallelik , LZTR1 genindeki monoallelik veya biallelik
patojenik varyantlar nedeniyle olusur. Noonan sendromu tanili hastalarin %50 sinde

PTPN11 geninde hastalik ile iliskili varyant saptanmustir.

Noonan sendromlu yenidoganlarda sik goriilen prenatal bulgular arasinda
polihidramniyos, artmig ense kalinlig1t ve hidrops fetalis gibi lenfatik sistem
anormallikleri yer almaktadir. Yiiz bulgular1 yenidogan doneminde daha belirsiz
olabilir; ancak genis alin, diislik sa¢ cizgisi, diisiik yerlesimli kulak, hipertelorizm,

ptosis ve epikanthus beklenen dismorfik bulgulardir.

Calismamizda da tani alan 2 olguda hipertelorizm dismorfik bulgu olarak not edilmisti.
Olgu-5 hidrops fetalis nedeniyle vefat etmis. Olgu-8 de de HKM, trombositopeni gibi
Noonan sendromunda beklenen bulgular saptanmis ve 6n tanida Noonan sendromu

diistinilmistiir.

Noonan sendromununda BRAF, KRAS, MAP2K1, MRAS, NRAS, RAF1, RASA2, RITI,
RRAS2, SOSI veya SOS2 genlerinde fenotip genotiop korelasyonu bulunmazken,
PTPN11 i¢in bazt mutasyonlarda fenotip tahmini yapilabilmektedir. PTPN11 geninde
belirli kodonlarda (6zellikle 61, 71, 72 ve 76) saptanan germline patojenik
varyantlarin, 16semik transformasyon riskiyle giiglii bir sekilde iligkili oldugu
bildirilmistir. Bu varyantlar, Noonan sendromu tanist almis bireyler arasinda JMML
gelisme riski tagiyan 6zel bir alt grubu tanimlamada 6nemli genetik belirtecler olarak

one cikmaktadir (Niihori et al., 2005). Ozellikle p.Asn308Asp varyantini tasiyan
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bireylerin, biligsel gelisimlerinin daha iyi oldugu bildirilmistir. [Jongmans et al.,
2004]. Ayrica, p.Gly60del varyanti tastyan bir hastada, konjenital hidrops fetalis ve
JMML ile seyreden agir fenotipte Noonan sendromu rapor edilmistir (Yoshida et al.,
2004). Benzer sekilde, p.Asp6ldel varyanti da literatiirde tanimlanmis olup, bu
mutasyonun ise daha tipik ve hafif seyirli Noonan sendromu fenotipi ile iligkili oldugu

bildirilmistir (Lee et al., 2005b).

Calismamizdaki hastalardan Olgu-5 te p.Asn308Asp varyanti saptanmistir , fakat
literatiirden farkli agir bir klinik seyri olmus ve hidrops fetalis nedeniyle vefat etmistir.

Saptanan varyantlarin ikisi de ekzon 8 dedir.

[k hasta postnatal 1. giinde kaybedildigi igin tan1 sadece genetik damigmanlikta ise
yaramustir. 2. Hastada ise trombositopeni olmasi nedeniyle JMML agisindan ek tekik
planlanmig,taburculuk sonrasi multidisipliner takibi planlanmis. Trombositopeni
Noonan sendromu ile iligkili olarak bulunmus ve ek tetkik gerekmemistir. HKM

etyolojisi i¢in ek tetkik ihtiyact ortadan kalkmustir.

Yenidogan doneminde hidrops fetalis, HKM, pulmoner stenoz trombositopeni ve
hipertelorizm birlikteliginde Noonan sendromu ilk akla gelmesi gereken genetik

sendromlardan biridir.

Olgu-6

Calismaya alinana 6. hasta 23 gestasyonel haftada prematiire olarak dogmus, siirfaktan
tedavisine yanit alinamamasi nedeniyle siirfaktan metabolizmasiyla ilgili bozukluk
olabilecegi diisliniilmiis ve postnatal 6. giinde septik sok, solunum yetmezligi

nedenyile kaybedilmisti.

Stirfaktan metabolizmasindaki genetik bozukluklar, yenidogan déneminde goriilen
ciddi solunum sikintilarinin nadir ancak 6nemli nedenlerindendir. Bu bozukluklar
genellikle SFTPB, SFTPC, ABCA3 ve NKX2-1 genlerindeki patojenik varyantlarla
iliskilidir. SFTPB (surfactant protein B) genindeki bialelik patojenik varyantlar,
dogumdan hemen sonra baglayan ve ventilasyon tedavisine yanitsiz seyreden agir
respiratuvar distres sendromu ile karakterizedir; bu durum genellikle yasamla
bagdasmaz, hastalik otozomal resesif olarak kalitilir. SFTPC (surfactant protein C)
genindeki monoalelik patojenik varyantlar ise yenidogan doneminden eriskinlige

kadar degisen yaslarda interstisyel akciger hastaligi ile kendini gosterebilir, otozomal
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dominant olarak kalitilir. ABCA3 genindeki bialelik patojenik varyantlar ise otozomal
resesif kalitilan; hem siirfaktan bozuklugu hem de ilerleyici interstisyel akciger
hastaligina neden olan bir tablo ile iliskilidir. ABCA3 geni, tip II alveoler hiicrelerde
stirfaktan lipidlerinin taginmasindan sorumlu olup mutasyonlari, surfaktan eksikligi ve
direngle sonuglanabilir. Ayrica NKX2-1 genindeki monoalelik patojenik varyantlar ,
“brain—lung—thyroid” sendromu olarak bilinen bir tabloya yol agmakta; solunum
sikintis1, hipotiroidi ve noérolojik semptomlarin bir arada goriilmesine neden
olmaktadir. Bu genetik hastaliklarin tanisi, klinik siiphe dogrultusunda genetik testler
ile konur ve siirfaktan eksikligi siiphesinde molekiiler analizler, erken tan1 ve yonetim

acisindan biiyiik 6nem tasir. (Nogee, 2004; Whitsett & Weaver, 2002).

Bu dogrultuda hastadan hizli WES gonderilmis fakat, siirfaktan metabolizmasindan
sorumlu genlerde veya solunum sistemi ile ilgili hastaligi agiklayabiliecek diger
genlerde patojenik veya olaso patojenik varyanta rastlanmadi. WES sonucunun normal
gelmesi, ileri prematiirite durumunda da agir RDS tablosunu ile ilgili olabilecegi gibi,

mevcut tablodan sorumla aday genler de akilda tutulmalidir.

Olgu-7

WES analizi sirasinda hastaya ait klinik 6n tanmnin dogru ve net bir sekilde
belirlenmesi, hem genetik analiz siirecinin kalitesini artirmakta hem de taniya ulagsma
siiresini 6nemli &lgiide kisaltmaktadir. Ozellikle fenotip-genotip korelasyonunun
giiclendirilmesi acisindan, klinik bulgularin genetik analizle uyumlu bicimde
eslestirilmesi, varyantlarin yorumlanmasinda biiylik katki saglamaktadir. Ancak
pratikte, bircok genetik hastaligin klinik belirtilerinin birbiriyle ortiigmesi ve fenotipik
spektrumun oldukg¢a genis olmasi nedeniyle, klinik 6n tan1 koymak her zaman kolay
degildir. Bazi hastalarda kalittm modeli ve semptomlar genetik bir etiyolojiyi

diistindiirse de, klinik bir 6n tan1 koymak her zaman miimkiin olmamaktadir.

Bu tiir durumlarda, genetik testin kapsaminin miimkiin oldugunca genis tutulmasi
onem kazanmaktadir. Hedefli gen panellerinden ziyade, genis kapsamli genetik analiz

yontemlerinin (6rnegin WES veya WGS) tercih edilmesi, tan1 sansini artirabilir.
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Kapsamli analizlerde elde edilen varyantlarin klinik 6n tan1 olmadan yorumlanmasi
giic olabileceginden, bu varyantlar siklikla geriye doniik fenotipleme yaklagimi ile
yeniden degerlendirilir. Varyantin patojenitesi ve fenotip ile iligkisi belirlendikten
sonra, taniy1 destekleyici ileri klinik tetkikler (goriintiileme, biyokimyasal testler, doku
biyopsileri vb.) veya aile bireylerine yonelik segregasyon analizleri gerekebilir. Bu
nedenle, genetik testlerin sadece teknik bir analiz degil, multidisipliner ve dinamik bir
stire¢ oldugu unutulmamals; klinisyen, ¢cocuk genetik uzmani ve laboratuvarin is birligi

icinde ¢alismasi gerektigi gbz dniinde bulundurulmalidir.

Calismaya dahil edilen 7. olguda da benzer bir klinik tablo mevcuttur. Metabolik
asidoz, ishal ve dogumsal anomalilerin varlig1 ( yarik damak); belirgin 16kositozun
eslik etmesi, anne-baba arasinda akrabalik bulunmasi, bir kardesin hepatosteatoz
nedeniyle izleniyor olmasi ve ayni zamanda bir kuzenin metabolik hastalik tanisiyla
tedavi almis olmasi, otozomal resesif gecisli genetik veya metabolik sendromlar1 6n
planda diistindiirmiistiir. Ancak kapsamli laboratuvar degerlendirmelerine ragmen

spesifik bir metabolik veya genetik 6n tan1 konulamamistir.

Bu kapsamda yapilan WES analizi, nadir goriilen ve yiiksek patojenite potansiyeline
sahip varyantlarin belirlenmesi amaciyla gesitli filtreleme yontemleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Analiz sonucunda, klinik tablo ile iligkili olabilecegi diisiiniilen ve
ileri diizey fenotipik degerlendirme ile birlikte segregasyon analizine ihtiya¢ duyulan

iki homozigot varyant tespit edilmistir.

Varyantlardan ilki LOXL3 (NM_005475.3) geninde homozigot c.1152del
(p-Trp384*) varyantidir. LOXL3 OR miyopi ye sebep olmaktadir. Son yillarda
otozomal resesif gecisli Stickler sendromuna yol agabilen genetik bir defekt olarak da
tanimlanmaktadir (Chan et al., 2019). LOXL3, kollajen ve elastin liflerinin kovalent
capraz baglanmasimi katalize eden bir lizil oksidaz ailesi iiyesi olup, bu enzimin
eksikligi dokularda gii¢sliz bag yapisina ve konnektif doku bozukluklarina zemin
hazirlar . Bialelik LOXL3 mutasyonlar1 olan olgularda yiiksek miyopi, yarik damak,
vitreoretinopati ve eklem anormallikleri gibi klasik Stickler sendromu fenotipi ile
uyumlu uzamis klinik spektrum gézlemlenmistir. (Chan et al., 2019). Bu baglamda,
hastada gozlenen c.1152del (p.Trp384*) varyanti, Stickler sendromu ile uyumlu klinik
bulgular (yarik damak)ile birlestiginde, bu genin otozomal resesif formunda etiyolojik

rol oynadig1 konusunda gii¢lii kanitlar sunmaktadir. Bu nedenle aile segregasyonu
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yapilmistir. Varyant hastanin annesinde, babasinda ve saglikli kardesinde heterozigot

olarak tespit edilmistir.

Hastada saptanan 2. Varyant ise SH2B3 geninde saptanan homozigot c.685 691dup
(p-Asp231Glyfs39) varyantidir. SH2B3 geni, hematopoetik kok hiicrelerde eksprese
edilen adaptor protein LNK’i kodlar ve JAK/STAT, MPL, TPO gibi sinyal yolaklarim
negatif regiile ederek hematopoez siirecini kontrol eder. (Morris et al., 2021).Bu
regiilasyon sayesinde asir1 hiicre ¢ogalimi ve inflamatuar yanitlar 6nlenir. Hastada
saptanan homozigot ¢.685 691dup (p.Asp231Glyfs39) varyanti, daha Once akraba
evliligi bulunan bir ailede tanimlanmistir. Bu iki kardeste biiylime geriligi, hafif
gelisimsel gecikme ve otoimmiin hastaliklar izlenmistir. Olgulardan biri yasamin 4.
haftasinda periferik 16kositoz, %20’nin altinda blast orani, trombositopeni ve kemik
iliginde megakaryosit eksikligi ile seyreden JMML-benzeri bir fenotip gelistirmistir.
(Arfeuille et al., 2023).Klinik veriler, bu mutasyonun 6zellikle trombositoz, notrofili,
ilerleyici myeloproliferatif fenotip ve JMML benzeri tablolarla iliskili oldugunu
gostermektedir (Arfeuille et al., 2023). Hastadaki l16kositozun ¢ok belirgin olmasi
hematolojik bozukluklarin da akilda tutulmasi ve 2 farkli klinigin es zamanh

goriilebilecegini diisiindliirmektedir.

Aile iiyeleri 2. Varyant i¢in de tastyici olarak bulunmustur. Bu bulgular dogrultusunda,
hastada tespit edilen her iki homozigot varyantin (LOXL3 ve SH2B3) klinik tabloyu
aciklamada katk1 sagladigi diisiiniilmektedir. Ozellikle otozomal resesif gegisli bu iki
varyantin fenotiple uyumlu olmasi ve aile bireylerinde heterozigot tasiyiciligin

gosterilmesi, varyantlarin patojenitesini desteklemektedir.
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Sonuc ve Oneriler

Bu arastirmada, yenidogan yogun bakim {iinitesinde izlenen sekiz farkli olgu ile
gerceklestirilen hizli WES, genetik taninin hem siiresini kisaltmada hem de klinik
kararlara yon vermede énemli bir ara¢ oldugunu ortaya koymustur. Incelenen sekiz
olgudan besinde (%62,5) fenotiple uyumlu patojenik ya da muhtemel patojenik
varyantlarin saptanmasi, hizlh WES’in tanisal etkinli§ini somut bir sekilde
gostermektedir. Tan1 konabilen vakalarda LOXL3 ve SH2B3 genlerindeki varyantlar
otozomal resesif gecisli sendromlarla uyumluluk gdstermis; KMT2D, TPM1 ve
PTPN11 genlerindeki varyantlar ise sirasiyla Kabuki sendromu, dilate
kardiyomiyopati ve Noonan sendromu tanilarini desteklemistir.

Tan1 alinamayan ti¢ vakada ise elde edilen bulgularin giincel genetik veri tabanlariyla
eslesmemesi, genetik etiyolojinin halen tam olarak aydinlatilamamis olabilecegini ya
da mevcut varyantlarin etkisinin heniiz bilinmedigini diisiindiirmektedir. Bu durum,
WES analizlerinin dinamik bir siire¢ oldugunu, zamanla gelisen bilimsel bilgiler
1s181inda yeniden yorumlanabilecegini ve diizenli giincellemelerin 6nem tasidigin
ortaya koymaktadir.

Arastirma sonuglari, ozellikle ileri diizey yenidogan bakim gereksinimi olan ve
etiyolojisi netlestirilememis vakalarda hizli ekzom analizinin entegre edilmesinin
tanisal stireci hem hizlandirdigin1 hem de saglik sistemi iizerindeki tanisal belirsizlik
ve maliyet yiikiinii azalttigin1 gostermistir. Ayrica, bu genetik verilerin genetik
danismanlik ve tasiyicilik taramasi gibi ikincil uygulamalarda da yol gosterici oldugu
diisiiniilmektedir. Sonug olarak, hizli ekzom dizi analizleri, nadir genetik hastaliklarin
erken tan1 ve yonetiminde giderek artan bir rol iistlenmekte; multidisipliner klinik-

genetik yaklagimin bir parcasi olarak saglik hizmetlerine deger katmaktadir.

Oneriler

Bu ¢aligmanin sonuglar1 dogrultusunda agagidaki 6neriler sunulmaktadir:

1.Hizh  WES uygulamalarimin yayginlastirilmasi: Yenidogan yogun bakim
iinitelerinde etiyolojisi aciklanamayan olgular i¢in hizli ekzom dizi daha sik
kullanilmalidir.

2.Genetik damismanhk hizmetlerinin giiclendirilmesi: hizli WES ile elde edilen
sonuglar dogrultusunda, ailelere yonelik kapsamli genetik danigmanlik hizmetleri

verilmesi, dogru bilgilendirme ve psikososyal destek agisindan 6nem tasimaktadir.
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3.Multidisipliner is birliginin tesvik edilmesi: Cocuk genetik uzmanlar1 ve ilgili
boliimiin klinisyenleri ile giiglii bir iletisim ag1 olusturularak, tani siireglerinin daha
hizl1 ve etkili yonetilmesi saglanmalidir.

4.Ekonomik analizlerin yapilmasi: hizli WES’in saglik sistemine maliyet-
etkinligini ortaya koymak amaciyla genis Olgekli ekonomik degerlendirme
caligmalarina ihtiyag¢ vardir.

5.Egitim ve farkindahk calismalari: Hekimlerin genetik tani yontemleri hakkinda
bilgilendirilmesi ve farkindalik diizeylerinin artirilmasi, bu testlerin daha etkin

kullanilmasina katk1 saglayacaktir.
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Sozel Bildiri:
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Durdugiil Ayyildiz Emecen 1, Esra Isik 1, Hiiseyin Onay, 2 Tahir Atik 1,Nihal
Karadas3, Yesim Aydinok 3

2. Arboleda-Tham Sendromlu Tiirkiye’den bildirilen ilk olgu ve KAT6A

geninde yeni mutasyon

Durdugiil Ayyildiz Emecen , Ozlem Atansahin, Enise Avc1 Durmusalioglu,  Ayca
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TahirAtik, Ozgiir Cogulu, Hiiseyin Onay, Ferda Ozkinay

7. Klinik bulgular ile von Willebrand Hastalig1 Tip 3 tanist konulan olgularin

molekiiler etiyolojisinin belirlenmesi

Tahir Atik, Durdugiil Ayyildiz Emecen, Esra Isik, Basak Durmus, Ekrem Unal, Elif
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SPEKTRUMU

Esra Isikl, Durdugiil Ayyildiz Emecenl, Ekrem Unal2, Serap Karaman3, Canan
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Projeler:

1. Proje no: 22277 Afebril ve febril konviilziyonlu olgularda sitokrom P450

polimorfizmlerinin belirlenmesi

2. Proje no: 22223 Sepsis ve Septik Sok Tanili Hastalarda Vitamin D reseptor

Gen Polimorfizmlerinin Mortalite ile iliskisinin Arastirilmasi

3. Proje no: 21662 Cocuk Hastalarda CARD9 Mutasyonlar1 ile invaziv Mantar

Enfeksiyonlarmin Iliskisinin Degerlendirilmesi

4. Proje no: 21252 Kistik Fibrozis Hastalarinda Klasik Dizi Analizi ile genotipi
belirlenemeyen olgularda delesyon/duplikasyon analizi ile yeni mutasyonlarin

belirlenmesi ve Klinik Fenotipe Etkileri

5. Proje no: 21027 Kalitsal Trombosit Hastaligi Olan Hastalarda Tiim Ekzom

Sekanslama ile Molekiiler Genetik Tan1 ve Sorumlu Yeni Genlerin Tespiti
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